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1. INTRODUZIONE 
CENNI INTRODUTTIVI 
Nel 1896 Beatson
1
, per la prima volta, aveva documentato un miglioramento della prognosi del 
carcinoma mammario metastatico, in quelle pazienti che venivano trattate estratti tiroidei ad alte 
dosi; veniva supposto che alla base di ciò vi fosse l’effetto positivo di una cospicua introduzione di 
iodio. Quanto fosse importante l’elemento iodio nella patologia della mammella fu confermato su 
modelli di patologia animale da Eskin (1970 e 1974). Eskin prese in esame ratti femmina vergini 
(topi Sprague-Dawley) che erano stati nutriti con una dieta estremamente iodo-carente; in tali 
modelli si sviluppavano alterazioni della ghiandola mammaria quali la malattia fibrocistica, il 
fibroadenoma e gli epiteliomi infiltranti. In tali animali, al momento della reintroduzione nella dieta 
di congrue dosi di iodio, le lesioni presentavano nella maggior parte dei casi una reversibilità verso 
la condizione di normalità
2,3
. Nel 1972, lo stesso Eskin condusse uno studio su 1100 donne residenti 
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nell’area dei grandi laghi (Canada, zona ad elevata carenza iodica) che risultavano affette da dolore 
mammario e modificazioni cistiche evidenti della mammella (sindrome mammaria da deficienza 
iodica); in tali soggetti la somministrazione esogena di iodio (liquido di Lugol o iodio caseinato) 
conduceva ad una rapida remissione clinica
4
. Tutte queste evidenze su modelli animali e umani 
supportano la tesi della grande importanza che lo iodio riveste in quella che è la fisiopatologia della 
ghiandola mammaria.  
Negli anni successivi numerosi sono stati gli studi epidemiologici.
5,6,7,8,9,10 
che hanno preso in 
considerazione l’associazione tra la patologia mammaria e quella tiroidea; frequentemente è stata 
riscontrata una associazione tra il carcinoma della mammella, la tiroidite cronica autoimmune e 
l’ipotiroidismo11,12,13. Queste correlazioni sono state però non confermate da altri studi14,15,16 , e la 
differenza dei risultati ottenuti può risiedere nel disegno di tipo retrospettivo e non prospettico di 
questi studi, nelle differenze nei criteri di selezione della popolazione in oggetto e nei criteri 
diagnostici delle differenti forme di tireopatia. 
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Pe la prima volta, nel 1996, Smyth
17
 ha dimostrato, tramite uno studio con disegno prospettico, la 
presenza di una associazione tra carcinoma mammario e tireopatie. Si evidenziava come, nelle 
pazienti che erano sottoposte ad intervento chirurgico per patologia neoplastica della mammella, 
fosse particolarmente alta l’incidenza di gozzo nodulare con funzione tiroidea conservata. In 
un’ampia popolazione di pazienti affette da patologia mammaria (benigna e  maligna) lo stesso 
Smyth ha documentato incrementi volumetrici della ghiandola tiroidea (utilizzando metodi 
ecografici) significativamente superiori nelle paziente affette da carcinoma della mammella rispetto 
a quelli delle pazienti con patologia mammaria benigna. 
Ancora Smyth ha analizzato il contenuto iodico a livello dei tessuti mammari, dimostrando come 
nelle pazienti affette da carcinoma della mammella e tireopatia, la concentrazione dello iodio nel 
tessuto mammario neoplastico fosse inferiore a quella presente a livello del “tessuto sano 
peritumorale”18 e suggerendo quindi un possibile ruolo di tale elemento ( o meglio della sua 
carenza) nel favorire il processo di proliferazione neoplastica. Ancora oggi, comunque, ci sono 
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ancora questioni aperte e disaccordi su quelli che possono essere i rapporti tra il carcinoma della 
mammella ed il carcinoma della tiroide
19,20,21,22
 e pertanto sono necessari ulteriori e più ampi studi. 
Scopo della presente tesi è stato quello di individuare i possibili meccanismi patogenetici che 
possono spiegare l’associazione tra i carcinoma della mammella e la tireopatia autoimmune ed in 
particolare con la presenza degli anticorpi anti-tireoperossidasi; è stato inoltre valutato il ruolo 
predittivo positivo della presenza degli anticorpi anti-tireoperossidasi stessi. 
Per tale motivo sono state arruolate pazienti affette da carcinoma della mammella candidate 
all’intervento chirurgico. In tali pazienti è stata valutata la funzione tiroidea al basale e dopo 
l’intervento di mastectomia; i risultati ottenuto sono stati messi a confronto con quelli di un gruppo 
di controllo e con quelli di un gruppo di pazienti, omogenee al gruppo di studio per età e 
provenienza geografica ma affette da patologia mammaria benigna.  La nostra attenzione si è poi 
focalizzata sulla valutazione di un eventuale ruolo degli anticorpi anti tiroide circolanti 
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nell’andamento a lungo termine della patologia mammaria neoplastica e sui possibili meccanismi 
alla base dell’associazione tra patologia mammaria e tiroidea.  
 
CELLULA MAMMARIA E TIROIDEA: ANALOGIE ANTIGENICHE 
La cellula mammaria e la cellula tiroidea presentano alcune analogie dal punto di vista antigenico; 
entrambe esprimono NIS (trasportatore sodio dipendente dello iodio) e presentano una certa attività 
perossidasica. 
A) NIS  
Il NIS (Natrum Iodide Symporter) è una glicoproteina, costituita da 13 segmenti transmembranari 
con un dominio N-terminale extracellulare ed un dominio C-terminale intracellulare, presente sulla 
membrana baso-laterale plasmatica delle cellule follicolari della tiroide (Fig. 1), costitutivamente 
espressa dalle cellule tiroidee e deputata al trasporto intracellulare dello iodio  (scambio ionico: 
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sodio/iodio = 2/1),
23
. E’ possibile riscontrare la presenza di NIS anche in alcuni tessuti extra-tiroidei 
quali la ghiandola mammaria durante le fasi dell’allattamento24, le cellule della mucosa gastrica, le 
ghiandole salivari e lacrimali 
25
. E’ stata dimostrata l’esistenza di una certa affinità tra l’attività NIS 
tiroidea e quella mammaria: in particolare l’anticorpo NIS-specifico, durante le fasi 
dell’allattamento, riconosce un polipeptide di circa 50 kDa, sia a livello della cellula tiroidea, sia a 
livello della cellula mammaria
24
. In condizioni di normalità a livello del tessuto mammario 
l’espressione di NIS è influenzata da fattori ormonali quali l’ossitocina, gli estrogeni e la prolattina, 
mentre ne sembra essere, almeno in parte, indipendente in corso di trasformazione neoplastica. 
 Grazie all’impiego di tecniche di biologia molecolare e con metodiche di immunoistochimica, 
Tazebay
24 
ha dimostrato, che più dell’80% dei carcinomi della mammella esprimevano, a livello 
della membrana plasmatica baso-laterale, l’mRNA e la proteina specifica di NIS; queste evidenze 
costituivano la base per suporre nuove metodologie diagnostiche e nuove opzioni di trattamento per 
le pazienti affette da carcinoma della mammella metastatico. La presenza di NIS era inoltre 
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confermata dall’evidente capacità delle cellule metastatiche di carcinoma della mammella di captare 
lo 
131
I 
24, 25, 26
. 
Numerose sono le evidenze riguardo all’importanza dello iodio nella fisiopatologia della ghiandola 
mammaria; Eskin
2
 ha chiaramente dimostrato come vi sia un’aumentata incidenza di patologia 
mammaria in ratti femmina che per un tempo prolungato abbiano assunto una dieta priva di iodio. 
Lo stesso autore
27
 successivamente ha confermato il dato anche sull’uomo, tramite studi 
epidemiologici, in cui veniva dimostrata un’aumentata incidenza di patologia fibrocistica (che lo 
stesso Eskin proponeva di classificare tra le patologie da carenza iodica) della mammella e di 
fibroadenomi mammari in aree geografiche ad endemia gozzigena.  
Lo iodio a livello della cellula tiroidea subisce un processo di organificazione nella molecola della 
tireoglobulina e costituisce l’elemento fondamentale degli ormoni tiroidei; rappresenta, inoltre, un 
importante mezzo per la regolazione della proliferazione cellulare (più specificatamente prevenendo 
la formazione dei radicali liberi). Anche a livello della cellula mammaria lo iodio agisce come 
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antiossidante, permettendo  di ridurre le concentrazioni dei radicali liberi intracellulari, il cui ruolo 
nel processo neoplastico è ormai ben definito
28
. Nella cellula mammaria lo iodio viene ossidato (I
-
 
→ I2) e conseguentemente incorporato negli iodo-composti (che rivestono un ruolo importante nella 
nutrizione del lattante e tra cui sono annoverati gli iodo-lipidi: delta-iodo-lactone e iodo-aldeide), 
che possiedono spiccate attività anti-proliferative e anti-ossidanti
29
. E’ stato dimostrato (Kilbane18), 
inoltre, come nella cellula mammaria neoplastica la concentrazione di iodio sia significativamente 
minore rispetto a quella del “tessuto sano peritumorale” e a riscontrata nel tessuto mammario affetto 
da patologia benigna. 
Tutte queste evidenze supportano l’ipotesi che la carenza di iodio sia un fattore rilevante nella 
carcinogenesi della mammella.  
Nelle pazienti affette da tireopatia autoimmune il blocco dell’attività NIS a livello della cellula 
mammaria potrebbe spiegare, almeno in parte, l’associazione tra autoimmunità tiroidea e carcinoma 
della mammella. 
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B) PEROSSIDASI 
Nei tessuti tiroidei la perossidasi (TPO) è un enzima presente nel compartimento intracellulare, a 
livello della membrana del nucleo e delle vescicole di esocitosi
30
; è presente anche in 
corrispondenza della superficie apicale della cellula tiroidea, dove viene co-trasportata insieme alla 
tireoglobulina. La TPO agisce, all’interno delle cellule tiroidee, ossidando ed organificando lo 
iodio, fase fondamentale del processo di ormonogenesi. Gli anticorpi anti TPO sono una delle 
caratteristiche sierologiche delle patologie tiroidee autoimmuni, caratterizzate, infatti, da importanti 
concentrazioni di tali anticorpi nel torrente circolatorio. La presenza di questa autoimmunità diretta 
contro antigeni tiroidei si manifesta, a livello tissutale, con un cospicuo aumento dell’infiltrazione 
linfocitaria
31
, indicando quindi che nel processo vi è un coinvolgimento sia dell’immunità umorale, 
che cellulo-mediata.  
Anche a livello della cellula mammaria è presente un processo di perossidazione sostenuto 
dall’enzima latto-perossidasi. Tale enzima viene sintetizzato dalle cellule epiteliali della mammella, 
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e la sua attività consente alla cellula mammaria di ossidare lo iodio e di concentrarlo sotto forma di 
iodo-composti (compresa la lattoalbumina
32, proteina fondamentale nelle fasi dell’allattamento); 
esso, inoltre, è in grado di ossidare le ammine aromatiche, il benzopirene ed i composti estrogenici 
intracellulari, che sono notoriamente implicati nella carcinogenesi mammaria. Dati gli effetti di 
questo enzima è ben comprensibile come una inibizione della sua attività potrebbe essere un 
elemento favorente la trasformazione da tessuto mammario sano a neoplastico in quelle pazienti 
affette da patologia tiroidea autoimmune. 
E’ stata ipotizzata e successivamente dimostrata in studi condotti dal gruppo di Ruf33 che esiste una 
cross-reattività dell’anticorpo rivolto contro la TPO umana con la mieloperossidasi e la 
lattoperossidasi; tra le diverse perossidasi vi è infatti una omologia di 3 epitopi, che vengono 
riconosciuti dall’anticorpo specifico. La cross-reattività immunologica tra la TPO e la latto-
perossidasi è dell’ordine del 30% e si potrebbe quindi ipotizzare che anche l’anticorpo rivolto 
contro la perossidasi tiroidea abbia la capacità di cross-reagire con la latto-perossidasi, 
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riproducendo a livello tissutale mammario quei fenomeni immunologici tissutali riscontrati nella 
patologia tiroidea autoimmune. Tuttavia il grado di cross reattività immunologica sembra alquanto 
modesto e difficilmente può spiegare questa risposta immunologica, e un’attività perossidasica è 
comunque presente nel tessuto mammario sano, nel tessuto mammario affetto da patologia benigna, 
senza il riscontro di un incremento dell’incidenza della patologia tiroidea autoimmune.  
Il gene della TPO umana ha una dimensione di circa 150 kbp, è localizzato sul cromosoma 2, locus 
2p25 ed è costituito da 17 esoni e 16 introni
34
. Il transcritto di tutto il gene (3048-bp: TPO1) 
codifica per una proteina di 933 aminoacidi con una breve coda intracitoplasmatica (60 residui) ed 
un grande dominio extracellulare, contenente il sito catalitico. Il gene TPO è fortemente sottoposto 
a splicing alternativo e, pertanto, sono stati descritti numerosi mRNA codificanti per altrettante 
differenti isoforme di TPO (differenti per la mancanza di uno o più esoni). In particolare, ad oggi,  
nelle cellule tiroidee sono state caratterizzate 8 isoforme di TPO: TPO 2 
35,36, 
TPO 3 o TPO 
Zanelli
37
, TPO 4, TPO 5, TPO 6, TPO 2/3 e TPO 2/4
38
. La TPO 3 
39
 e TPO 4
38
 sono in grado di 
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raggiungere la superficie cellulare e possiedono attività enzimatica; la TPO 2 viene rapidamente 
degradata dopo la sua sintesi, pertanto non è in grado di raggiugere la superficie cellulare né 
possiede attività enzimatica
37
. La TPO 5, invece, non è in grado di acquisire una forma 
tridimensionale e superficializzarsi
38. 
 Al momento non sono disponibili dati riguardanti le funzioni 
delle TPO 6, TPO 2/3 e TPO 2/4, nè sono state caratterizzate le sequenze  di mRNA corrispondenti 
a tutte le isoforme di TPO, date le grandi difficoltà nello studiare lunghe sequenze di RNA
38
.  
 
INFILTRAZIONE LINFOCITARIA 
Il ruolo dell’infiltrazione linfocitaria nella progressione neoplastica del carcinoma mammario non è 
a tutt’oggi ancora chiarito; da alcuni autori è stato evidenziato come il grado di infiltrazione 
linfocitaria peri-tumorale si correli ad una migliore prognosi, ed identificando tale processo come 
una reazione del tessuto alla progressione neoplastica
40,41
. L’influenza decisamente positiva sulla 
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prognosi è supportata dall’evidenza di un correlazione inversa tra l’estensione dell’infiltrazione dei 
linfociti B e le dimensioni o il grading del carcinoma midollare della mammella
42
. Nel carcinoma 
duttale infiltrante, invece, l’influenza positiva dell’infiltrato linfocitario sulla prognosi è confermata 
solo in soggetti giovani, mente sembra non rivestire alcun ruolo protettivo nelle donne di età  
superiore a 60 anni
43
. Studi condotti sugli animali hanno permesso di seguire le fasi iniziali del 
processo neoplastico ed hanno identificato proprio in tali fasi la presenza di una attivazione 
dell’infiltrazione linfocitaria a livello peri-cellulare, suggerendo quindi un ruolo dei linfociti nella 
carcinogenesi mammaria
44
. Sull’infiltrato linfocitario, nel corso dello sviluppo della massa 
tumorale, sono stati successivamente condotti studi immunoistochimici e morfometrici, al fine di 
valutarne il grado ed il tipo che hanno dimostrato come nelle prime fasi di carcinogenesi sia 
rilevabile un’elevata infiltrazione linfocitaria, costituita principalmente dai linfociti T (in particolare 
CD8+)
44
. Possiamo quindi concludere che nelle fasi iniziali della proliferazione neoplastica della 
mammella l’infiltrato linfocitario è costituito prevalentemente da linfociti di tipo “Suppressor”, in 
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grado di favorire la crescita della massa tumorale e che la risposta disfunzionale, a livello  locale, 
del sistema immunitario è riscontrabile nelle fasi precoci dello sviluppo neoplastico
44
. 
La presenza di anticorpi anti tiroide nelle tireopatie autoimmuni si evidenzia a livello tissutale 
tramite la presenza dell’infiltrato linfocitario. Esistono sia fattori di tipo genetico che ambientale in 
grado di indurre la presentazione di auto-antigeni tiroidei; la presenza di un numero sempre 
maggiore di cellule tiroidee che esprimono l’antigene a livello membranario determina la 
stimolazione del sistema immunitario. Nel caso in cui sia stata persa la tolleranza immunologica si 
determina l’attivazione di linfociti T “Helper” specifici, che innesca la risposta cellulare locale e la 
risposta umorale (l’incremento dell’infiltrazione linfocitaria e la presenza di anticorpi anti-antigene-
tiroideo circolanti)
45,46
.  Data la somiglianza tra alcuni degli antigeni espressi dalla cellula tiroidea e 
dalla cellula mammaria si può pensare che, nelle pazienti con autoimmunità tiroidea e carcinoma 
della mammella si possa trovare un incremento dell’infiltrazione linfocitaria a carico del tessuto 
“sano peri-tumorale”, che potrebbe svolgere un ruolo nella fase iniziale della tumorigenesi. 
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Attualmente è in corso uno studio sulle due principali sottopopolazioni di linfociti: B e C 
citotossici, al fine di valutare quale ruolo ricoprano all’interno del tessuto infiammatorio sopra 
menzionato. 
 
2. SCOPO DELLA TESI 
In questo studio abbiamo valutato i meccanismi patogenetici che possono essere implicati nella 
correlazione fra CM e patologia tiroidea, in particolare con le malattie autoimmuni della tiroide. 
Abbiamo valutato la funzione tiroidea e la presenza di anticorpi anti-tiroide in pazienti con CM 
dopo il trattamento chirurgico e prima dell’inizio di ogni terapia adiuvante, ed in pazienti con CM 
prima dell’intervento chirurgico stesso. L’importanza di valutare le pazienti anche prima 
dell’intervento consiste nel poter valutare il ruolo dell’autoimmunità tiroidea senza alcuna 
interferenza.  
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E’ stato valutato il valore predittivo dell’autoimmunità tiroidea nel carcinoma della mammella 
analizzando la sopravvivenza a 5 anni in un significativo gruppo di pazienti ed è stato confrontato 
con gli altri parametri prognostici conosciuti. 
Nelle pazienti affette da carcinoma della mammella con evidenza di autoimmunità tiroidea, tramite 
è stata valutata tecniche di biologia molecolare, la possibilità di un fattore bloccante l’attività NIS 
capace di interferire con la captazione dello iodio da parte della cellula mammaria. Abbiamo 
successivamente valutato il grado di infiltrazione linfocitaria peri-tumorale, per cercare di stabilire 
un possibile ruolo del sistema immunitario locale nella progressione della malattia neoplastica.  
Grazie a tecniche di biologia molecolare e di immunoistochimica abbiamo studiato la possibile 
espressione della tireoperossidasi (TPO) nell’ambito del tessuto tumorale mammario, cercando 
inoltre di identificare se l’espressione antigenica della cellula neoplastica, potesse spiegare la 
positività degli anticorpi anti tireoperossidasi circolanti, la aumentata frequenza di tireopatie 
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autoimmuni nelle pazienti con carcinoma della mammella ed il ruolo predittivo dell’autoimmunità 
tiroidea in queste pazienti.  
 
3. PAZIENTI 
a) Associazione tra tireopatie autoimmuni e carcinoma della mammella dopo la 
mastectomia : studio prospettico 
In questo studio prospettico, condotto presso il Dipartimento di Endocrinologia e Metabolismo 
dell’Università di Pisa, sono state arruolate 102 donne, che erano state sottoposte a mastectomia 
radicale per carcinoma mammario duttale infiltrante (CM) tra il 1994 e 1995. L’età media nel 
gruppo di studio era di 54.3 ± 11.25 anni (range: 26-88 anni).  
81/102 (79.4%) presentavano metastasi ai linfonodi ascellari ed in nessun caso erano rilevabili 
metastasi a distanza; in 92/102 (90.2%) era disponibile l’analisi immunocitochimica per la 
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determinazione della presenza dei recettori estrogenici (ER). Tutte le pazienti provenivano dalla 
stessa area geografica (Pisa e provincia, area considerata a moderata carenza iodica). Le pazienti 
afferivano al Dipartimento circa 20-25 giorni dopo la mastectomia e prima dell’inizio di ogni altra 
terapia adiuvante (chemio/radio-terapia od ormonoterapia). In 5/102 (4.9%) pazienti vi era 
familiarità per CM ed in 12/102 (11.7%) per tireopatia. In 6/102 (5.9%) era già nota una patologia 
tiroidea: 2 con gozzo multinodulare non tossico, 1 con carcinoma differenziato della tiroide in 
trattamento con levo-tiroxina a dosi soppressive, 1 con tiroidite di Hashimoto e 2 con Morbo di 
Graves in remissione dopo opportuna terapia. 
 Come gruppo di controllo erano state arruolate 100 donne sane di pari età e residenti nella stessa 
area geografica;  5/100 (5%) avevano familiarità per CM e 3/100 (3%)per patologia tiroidea. L’IMC 
medio (indice di massa corporea: kg/m
2
) era simile nei due gruppi (21 nel gruppo di studio e 19 nel 
gruppo di controllo).  
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b) Associazione tra tireopatie autoimmuni e carcinoma della mammella prima 
della mastectomia : studio prospettico 
Abbiamo valutato un ulteriore gruppo di studio costituito da 61 pazienti di età media 52.8 ± 10.2 
anni. Tali pazienti erano afferite presso la Unità Operativa di Senologia dell’Ospedale S. Chiara di 
Pisa tra il maggio 2004 ed il maggio 2005 ed erano affette da patologia nodulare della mammella 
sospetta per lesione neoplastica e candidate in elezione al trattamento chirurgico. Il gruppo di 
controllo includeva 100 donne sane di pari età e residenti nella stessa area geografica.  
 
c) Anticorpi anti tireoperossidasi e prognosi delle pazienti affette da carcinoma 
della mammella 
Il ruolo prognostico della presenza di anticorpi anti tiroide è stato valutato in 47 donne sottoposte a 
mastectomia radicale per carcinoma duttale infiltrante ad alto grado di malignità, afferite presso il 
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Dipartimento di Endocrinologia di Pisa tra il febbraio 1994 al giugno 1995. In ogni paziente, dopo 
opportuno consenso informato, veniva ricercata la presenza di tireopatie e la positività degli 
anticorpi anti tireoperossidasi, 21-28 giorni dopo l’intervento chirurgico. Tali pazienti venivano 
seguite per un periodo di almeno 5 anni. Nessuna paziente era stata sottoposta a trattamenti 
adiuvanti (chemio-, ormono- e/o radio-terapia). La presenza di metastasi linfonodali ascellari al 
momento dell’intervento chirurgico definiva il carcinoma mammario come ad “alto grado” di 
malignità. Tutte le pazienti avevano un carcinoma mammario ad alto grado di malignità: 41/47 
(87.2%) meno di 3 linfonodi coinvolti e 6/47 812.7%) più di 3. Le dimensioni del tumore erano 
comprese tra 2 e 5 cm in 37/47 (78.7%) e superiori a 5 cm in 10/47 (21.3%). In nessun caso erano 
identificabili metastasi a distanza. La presenza di RE era valutata con metodo immunoistochimico 
su sezioni congelate di tessuto. Non veniva eseguita nessuna selezione per età o stato menopausale e 
tutte le pazienti provenivano dalla stessa area geografica a moderata carenza iodica (Pisa e 
dintorni). L’età media era 53.1 ± 10.1 anni (range 26-75 anni). In ogni caso veniva eseguito un 
 26 
 
esame clinico ed ecografico della tiroide ed una valutazione del profilo tiroideo (dosaggi plasmatici 
di FT4, TSH, TgAb e TPOAb). 
Circa 21-28 giorni dopo l’intervento tutte le pazienti venivano sottoposte a chemioterapia adiuvante 
con ciclofosfamide, metotrexate e 5 fluorouracile. Nelle pazienti con RE+ la chemioterapia era 
seguita dalla terapia ormonale con Tamoxifene per almeno 5 anni. Nessuna delle pazienti era 
trattata con radioterapia locale adiuvante. 
 
d) Studio quantitativo e qualitativo della TPO in diversi tessuti 
Abbiamo analizzato 8 tessuti di carcinoma della mammella ed i corrispondenti 8 tessuti 
peritumorali, immediatamente congelati a -80°C dopo intervento chirurgico. I “controlli sani” erano 
costituiti da 17 tessuti adiposi (TA): 4 tessuti adiposi addominali (A), 8 tessuti sottocutanei (SC), 1 
tessuto genicolare (K) e 4 tessuti orbitari (O). I “controlli oncologici” erano costituiti da 3 adenomi 
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pancreatici (P) e 2 carcinomi renali (KC) (1 tessuto di carcinoma primitivo –PKC- e 1 tessuto di 
metastasi epatica di carcinoma renale-MKC). Il “controllo positivo” era come sempre costituito da 
tessuto tiroideo (TT) ottenuto da pazienti sottoposti a tiroidectomia per  gozzo multi nodulare. 
Abbiamo inoltre analizzato 3 diverse linee cellulari derivate dall’essudato pleurico di 
adenocarcinoma della mammella: cellule MCF-7, T47-D e MDAMB-231. MCF-7 e T47-D positive 
per entrambi i recettori ormonali (estrogenico e progestinico) e per il recettore tirosino chinasico 
tipo (HER-2); le cellule T47-D esprimono una proteina p53 mutante
37 e l’oncogene WNT7B38. Le 
cellule MDAMB-231 erano triple-negative (cioè negative per entrambi i recettori ormonali e per 
HER-2) ed esprimevano la p53 mutata
37
.  
Le cellule MCF-7 erano ottenute dalla “American Type Culture Collection” (ATCC-LGC 
Standards) e venivano mantenute in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) implementato 
con 10% di siero vaccino fetale (FCS), 2% penicillina/streptomicina (P/S), Insulina (10ug/mL) e 
Sodio piruvato (1mM). Le cellule T47-D erano mantenute in RPMI addizionato a 10% FCS, 2% 
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P/S, and 1%L-glutamina. Le cellule MDAMB-231 erano mantenute in  DMEM a cui erano aggiunti 
10% FCS e 2% P/S. 
Le linee cellulari venivano coltivate in 4 differenti condizioni: in un mezzo di coltura normale (N), 
in un mezzo addizionato con β-estradiolo (Sigma-Aldrich) 1 nM (E), uno addizionato con IGF-II 
(Sigma) 100 ng/μL (I) ed uno con entrambi i suddetti (EI).Le cellule venivano quindi poste in 6 
camere di coltura (tempo 0) e sottoposte al trattamento (con E, I o EI) al raggiungimento del 90% di 
confluenza (giorno 1) e successivamente al giorno 4 e 7. Le cellule venivano raccolte 6 (6), 24 (24), 
72 ore (72) e 8 giorni (8) dopo l’inizio di ogni trattamento. Vi erano quindi in totale 16 diverse 
combinazioni per ogni linea cellulare mammaria: 4 diverse linee cellulari per 4 differenti  
condizioni di accrescimento per 4 diversi tempi di raccolta. 
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4. METODI 
a) Funzione tirodea 
 In tutti i casi ed i controlli erano eseguiti l’esame obiettivo ed esami ematochimici per la 
determinazione di tiroxina libera (FT4) e tri-idotironina libera (FT3), TSH, anticorpi anti-
tireoglobulina (TgAb) ed anti-tireoperossidasi (TPOAb) circolanti. FT4 ed FT3 erano determinati 
con metodo RIA, utilizzando un kit Liso-phase della TecnoGenetics (Milano, Italia). La sensibilità 
del metodo era 0.5 pg/ml e 0.8 pg/ml nella determinazione di FT3 ed FT4, rispettivamente. Il TSH 
circolante era misurato tramite un metodo immunofluorometrico su fase solida, utilizzando un kit 
disponibile in commercio (Delfia, hTSH, Pharmacia, Turku, Finlandia). Il minimo valore dosabile 
era di 0.03 µU/ml. I valori normali erano definiti come la media ± 2 DS per un ampio gruppo di 
soggetti non tireopatici: 2.7-5.7 pg/ml per FT3, 7-17 pg/ml per FT4 e 0.4-3.4 µU/ml per TSH. Gli 
TgAb e gli TPOAb venivano determinati tramite un metodo immunoenzimometrico a due fasi 
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(AIA-PACK, Tosho Biosience Inc., San Francisco, CA, USA). Valori di TgAb superiori a 30 U/ml 
e di TPOAb maggiori di 10 U/ml erano considerati positivi.  
 
b) Ecografia tiroidea 
L’indagine ecografica della tiroide era effettuata in cieco e si avvaleva dell’utilizzo di un 
apparecchio ecografico (Aloka SSD 121, Aloka, Co.Tokio, Giappone) con sonda lineare a 7.5 MHz. 
Il volume tiroideo era calcolato in accordo al metodo formulato da Aghini-Lombardi et al 
47
 e il 
limite superiore della norma era considerato 14 ml. La sensibilità della sonda permetteva di 
visualizzare lesioni tiroidee focali di dimensioni uguali o superiori a 5 mm. L’ecogenicità tiroidea 
era definita in accordo al metodo di Marcocci et al
48
. La presenza di una tiroidite autoimmune 
veniva identificata con la ipoecogenicità della ghiandola, espressione ecografica dell’infiltrazione 
linfocitaria
49
.  
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La tiroidite cronica autoimmune di Hashimoto è definita come la contemporanea presenza di gozzo, 
anticorpi anti-tiroide e ipoecogenicità ghiandolare.   
In presenza di un nodulo tiroideo ecograficamente evidenziabile veniva eseguito un agoaspirato per 
valutazione citologica. 
 
c) Determinazione dei Recettori Estrogenici (RE) 
L’ espressione di RE nel carcinoma mammario era valutata con tecniche immunoistochimiche su 
sezioni congelate di tessuto neoplastico mammario. L’immunoistochimica era eseguita secondo la 
metodica di King et al
50, che prevede l’utilizzo di anticorpi monoclonali anti-recettore e di un kit 
disponibile in commercio (Abbott Laboratories, Chicago, IL). Una colorazione specifica superiore 
al 20% delle cellule neoplastiche veniva considerata positiva per l’espressione del RE da parte del 
tumore (RE+).  
 32 
 
d) Valutazione del ruolo di NIS 
La possibilità del blocco dell’attività NIS a livello della cellula mammaria neoplastica legato alla 
presenza in circolo di anticorpi nei soggetti affetti da patologia autoimmune della tiroide è stata 
indagata raccogliendo 49 sieri di pazienti con CM e autoimmunità tiroidea; tra i sieri raccolti ne 
sono successivamente stati identificati 11 in cui il titolo anticorpale risultava particolarmente 
elevato. I sieri di controllo erano ottenuti da 49 donne di pari età, non affette da neoplasia 
mammaria: 15/49 (30.6%) senza segni di autoimmunità tiroidea e 34/49 (69.4%) affette da tiroidite 
autoimmune.  
Venivano utilizzate immunoglobuline G (IgGs), purificate con cromatografia utilizzando un kit 
commerciale (Mab Trab G II Pharmacia Biotech, Uppsala, Svezia) dal siero delle 11 pazienti con 
carcinoma mammario con elevato titolo di anticorpi anti-tiroide e dal siero ottenuto dai soggetti di 
controllo. L’attività di NIS era studiata su linee cellulari CHO che esprimevano NIS. Tale 
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espressione era ottenuta tramite tecniche di transfezione del cDNA umano ricombinante. Il cDNA 
umano esprimente NIS era ottenuto attraverso l’espressione del vettore eucariotico pcDNA3, come 
descritto da Tonacchera et al
51
. Le cellule CHO così transfettate erano capaci di captare in coltura 
Na
125
I secondo la progressione tipo dose-dipendente recettoriale. Venivano selezionati i cloni di 
CHO con i maggiori livelli di captazione del Na
125
I. Tale clone cellulare era utilizzato per lo studio 
della capacità captante dello iodio e per valutare l’effetto delle IgGs  su tale attività. 
Lo studio prevedeva l’impiego di centomila cellule poste in coltura in 24 piastre (con substrato di 
Eagle modificato da Dulbecco, contenente il 10% di siero fetale di vitello). Al fine di valutare la 
capacità captante di Na
125
I, una volta raggiunto il 100% di confluenza cellulare,  le cellule venivano 
incubate a 37°C per 45 minuti con 500 µl di soluzione tampone (soluzione salina bilanciata di 
Hanks) contenente lo 0.5% di BSA e 10 mM di HEPES (pH 7.4) con 100.000 cpm di Na
125
I privo 
di carriers (0.1 µCi) con o senza NaI (5-625 µmol/l). Dopo il periodo di incubazione le cellule 
venivano velocemente lavate per due volte utilizzando 2 ml di soluzione tampone a bassa 
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temperatura. Le cellule venivano poi messe in soluzione con 1 ml di idrossido di sodio 0.1 molare. 
La radioattività era determinata tramite una gamma camera e i dati relativi alla captazione dello 
iodio erano espressi in pmol/piastra. Al fine di valutare l’effetto sull’attività NIS esercitato dalle 
IgGs, le cellule venivano incubate per 60 minuti a 37°C con 250 µl di soluzione tampone, in cui 
erano state addizionate le IgGs (1mg/ml). Dopo tale pre-incubazione venivano aggiunti 250 µl del 
solito tampone contenente Na
125I (con e senza l’aggiunta di 10 µmol/l di NaI) e le cellule venivano 
successivamente lasciate in incubazione per un periodo di tempo variabile tra 5 e 45 minuti; le 
cellule venivano lavate e poi solubilizzate come sopra descritto. Lo studio era effettuato in triplice 
coltura e i risultati erano espressi come percentuale di captazione dello Na
125
I, misurata in colture 
simili incubate in mezzi privi di IgGs. 
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e) Valutazione del ruolo della Infiltrazione Linfocitaria  
L’infiltrazione linfocitaria peritumorale è stata valutata nelle sezioni istologiche dei tessuti di tutte 
le 102 pazienti implicate nello studio, che venivano poste all’esame di due differenti esperti 
anatomopatologi. Il grado di infiltrazione linfocitaria veniva classificato come “estremamente 
scarso” in presenza di linfociti isolati nello stroma, “scarso” quando era presente una infiltrazione 
linfocitaria più consistente ed in assenza di pacchetti linfocitari, “moderato” quando i linfociti si 
presentavano raggruppati in pacchetti e “marcato” quando i linfociti si presentavano raggruppati ed 
in numero cospicuo. Per poter semplificare l’analisi statistica i quattro gruppi erano stati ridotti a 
due: 1) ES (estremamente scarso + scarso) (Fig. 2); 2) MM (moderato + marcato) (Fig. 3). Il grado 
dell’infiltrazione linfocitaria veniva confrontato con la presenza/assenza di anticorpi anti tiroide. 
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f) Studio dell’espressione genica della tireoperossidasi nel tessuto mammario 
Abbiamo valutato l’espressione genica della tireoperossidasi nel tessuto mammario neoplastico 
analizzando sia l’espressione dell’mRNA, con tecniche di biologia molecolare, sia quella della 
proteina, con l’immunofluorescenza. 
Espressione del gene della TPO: 
Sono state prese in esame cellule di tessuto mammario neoplastico e displastico, ottenute da sezioni 
congelate a fresco. L’estrazione dell’mRNA era eseguita tramite un kit commerciale (TRIzol, 
Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) e l’estratto ottenuto veniva analizzato con 
spettrofotometro per determinare la concentrazione di mRNA di ogni campione. Utilizzando il 
metodo della transcrittasi inversa (SuperScript III Reverse Transcriptase,  Invitrogen Corporation, 
Carlsbad, CA, USA) da ogni “unità” (2 µg) di RNA estratto, veniva ottenuto il cDNA. Sono stati 
quindi allestiti i primer forward e reverse per la TPO (FW: AGATCTGCTGAGCATCATTG; Rev: 
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CATCAGGAGGTCAGAATAGCG), che ci hanno permesso l’identificazione, tramite PCR (kit 
commerciale Master Mix, Promega Corporation, Madison, WI, USA), del gene codificante la 
tireoperossidasi Si effettuava poi la reazione tra 1 µl di cDNA, sottoposto a 40 cicli di 
amplificazione in tre fasi ( 94°C per 30 secondi, 55°C per 30 secondi, 72°C per 30 secondi) ed i 
primer prima descritti. Il controllo era eseguito ricercando il gene ubiquitario TBP. 
Si faceva scorrere l’amplificato (5 µl) su gel di agarosio 1% + etidio bromuro 0.5% che 
successivamente veniva analizzato al trans illuminatore (Chemidoc XR
s
, Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA).  
Il “controllo sano” era costituito da sezioni di tessuto tiroideo congelato fresco. 
Il “controllo neoplastico” era costituito da tessuto appartenente ad  adenocarcinoma del pancreas. 
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Espressione della proteina TPO: 
L’espressione proteica della tireoperossidasi è stata valutata tramite tecniche di 
immunofluorescenza su tessuti di carcinoma della mammella congelati a fresco. Le sezioni di 
tessuto avevano uno spessore di 7 µm, e venivano fissate per 10 minuti a 4°C grazie ad una 
soluzione fredda di acetone puro. L’anticorpo primario era ottenuto grazie alla costituzione di un 
pool di sieri estratti da pazienti con TPOAb ad alto titolo (>800 U/ml) e con TgAb <10 U/ml; 
l’anticorpo secondario era rappresentato da IgG anti IgG umane coniugate con fluoroforo verde 
(FITC nm 488 emission). I campioni venivano immersi in tampone fosfato (PBS 1X) a temperatura 
ambiente per 30 minuti e successivamente  asciugati in modo da mantenere la corretta idratazione 
delle sezioni istologiche. Su ogni sezione venivano applicati 150 µl del pool di sieri (diluiti 1:10 con 
PBS) e successivamente venivano poste in camera umida per 60 minuti. L’eccesso di anticorpo 
primario era eliminato tramite 2 lavaggi della durata di 5 minuti ognuno con PBS. Si applicava 
quindi 150 µl di anticorpo secondario (diluiti 1:15 con PBS). L’eccesso di anticorpo secondario 
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veniva rimosso utilizzando la tecnica prima descritta. I vetrini venivano montati con montante 
acquoso ed osservati al microscopio a fluorescenza. Il controllo positivo era costituito da sezioni di 
tessuto tiroideo normale congelato a fresco. Il “controllo oncologico” era rappresentato da sezioni di 
adenocarcinoma del pancreas. 
Al fine di aumentare la specificità dell’esame, nelle stesse sezioni di tessuto, veniva eseguita la 
stessa valutazione ma utilizzando un siero privo di anticorpi diretti contro la TPO. 
Analisi quantitativa dell’espressione del TPO mRNA nei campioni cellulari e di tessuto 
Estrazione dell’RNA totale. L’RNA totale era preparato a partire dai tessuti e dalle cellule utilizzando la 
soluzione reagente TRI (Ambion) come descritto nel protocollo d’uso e la concentrazione dell’RNA era 
determinato tramite spettrofotometria 260 nm; la percentuale di assorbimento era compresa tra 1.7 e 3.0 in 
tutti i casi. L’RNA era conservato in soluzione acquosa a -80°C fino al momento dell’uso.  
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Trascrizione inversa (RT). Il cDNA primo filamento era sintetizzato utilizzando sia l’odT (Promega) per 
analisi PCR o Random Hexamers (Promega) per la PCR quantitativa real time PCR (QPCR). I 20 μL della 
miscela per la reazione di trascrizione (Promega) contenevano 1 μg di RNA totale preventivamente 
denaturato in acqua RNasi priva a  65°C per 10 min, 8 mM di mix dNTP, 200 U di trascrittasi inversa, 8 U di 
buffer inibitore della RNasi e 0.4 μg di odT o Random Hexamers. Tale miscela era incubata a 37°Cper 1h, 
scaldata a 95°C  per 5 minuti e successivamente fatta raffreddare a 4°C e subito conservata a -20°C. 
 
Polymerase Chain Reaction analysis (PCR). PCR Master Mix and Program. Il mix per la reazione PCR (25 
μL) era costituito da 2.5 unità di Ampli Taq Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems), Buffer II PCR, 
2.5 μM di MgCl2, 0.1 μM di primer oligonucleotidici e 1 μM  di dNTP. Un campione di 1 μL (50 ng) di 
cDNA era unito al mix ed era eseguita PCR secondo il seguente schema: 5 min a 95°C per ottenere la 
denaturazione, seguita da 40 cicli di denaturazione di 30 secondi ciascuno (95°C), 30 sec di riscaldamento a 
52 °C e 1 min di allungamento a  72°C, per poi terminare con 6 minuti di ulteriore allungamento a 72°C e 
immersione  a 4°C. Venivano poi eseguiti altri 10 cicli per un totale di 50 cicli di PCR. 
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Analisi dei prodotti della PCR su gel di agarosio. I prodotti della PCR ottenuti come prima descritto ed 
erano sottoposti ad elettroforesi su un gel di agarosio al 2% in un buffer TAE (40 mM Tris-Acetate, 1 mM 
EDTA, pH 8.3) e colorate con etidio bromuro.  
Purificazione dei prodotti della PCR e sequenziamento. I singoli prodotti della PCR venivano purificati 
utilizzando una soluzione di glicole polietilenico (PEG) (26% PEG, 6.6 μM MgCl2 e 0.6 M Na acetato), 
mentre i multipli prodotti della PCR erano estratti dal gel utilizzando il kit di estrazione da gel Qiaquick 
(Qiagen) secondo le istruzioni del produttore. Infine veniva effettuata l’analisi di sequenza. (Big Dye 
Terminator). 
PCR quantitativa Real-time Quantitative PCR (QPCR). L’analisi QPCR era condotta preparando il seguente 
mix (25 μL totali): 12.5 μL di Platinum SYBR Green QPCR Super-Mix UDG (Invitrogen),  0.25 μL di 
primer TPO F2 (concentrazione finale 0.2 μM), 0.25 μL di primer TPO R3-4 (concentrazione finale 0.2 μM), 
11 μL di acqua per PCR e 1 μL (50 ng) di cDNA. Il protocollo seguito era: incubazione di UDG (Uracil 
DNA Glycosylase) per 2 min 50°C, denaturazione iniziale per 2 minuti a 95°C seguita da 40 cicli di 15 sec a 
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95°C e 30 sec a 60°C; il segnale di fluorescenza era misurato alla fine di ogni sessione a 60°C. 
Successivamente, dopo l’amplificazione, la curva di dissociazione era ottenuta iniziando con 1 min di 
incubazione a 95°C al fine di sciogliere il DNA e quindi con 30 sec di incubazione a 55°C. A questo seguiva 
una analisi di curva di scioglimento con un gradiente di temperatura di 0.01 °C/sec dai 55°C ai 95°C per il 
rilascio lento dei prodotti del DNA, nell’ordine di confermare che solo i prodotti specifici venivano 
amplificati.  
Disegno dei primer oligonucleotidici. I primer per l’analisi quantitativa della PCR, la QPCR ed il 
sequenziamento dei prodotti della PCR erano disegnati utilizzando il programma Primer 3 Plus e venivano 
combinati ottenendo differenti coppie di primer al fine di poter distinguere tra le differenti isoforme di TPO 
mRNA note. Abbiamo disegnato 6 diversi primer Forward (Invitrogen) rispettivamente a livello dell’esone 2 
(F2, 109-128: 5’-GCTGTCTGTCACGCTGGTTA-3’), esone 4 (F4, 320-339: 5’-
TCCAAACTTCCTGAGCCAAC-3’), esone 7 (F7, 859-878: 5’-GGCTGACTGCCAGATGACTT-3’), esone 
9 (F9, 1527-1546: 5’-CCACTGTGTCCAACGTGTTC-3’), esone 11 (F11, 2043-2062: 5’-
CCTGTTTGCCTGTCTCATT-3’), esone 13 (F13, 2400-2418: 5’-ACGGGTATGAGCTCCAAGG-3’) e 6 
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differenti primer Reverse (Invitrogen) rispettivamente nella regione tra gli esoni 3 e 4 (F3-4, 259-278: 5’- 
TGAGGTTTCTCTGCATCGTG-3’), esone 7 (R7, 817-836: 5’-TGGTGCTCTGTGGTGTGAAC-3), esone  
9 (R9, 1527-1546: 5’-GAACACGTTGGACACAGTGG-3’), esone 11 (R11, 1866-1885: 5’-
GCAGAACTCCCTCCACTCAT-3’), esone 13 (R13, 2337-2356: 5’-GTGCACAAAGTCCCCATTCT-3’) 
ed esone 17 (R17,2865-2884: 5’-TCTCGGCAGCCTGTGAGTAT-3’). In particolare per la QPCR abbiamo 
utilizzato solo la coppia di primer F2 ed R3-4. 
 
Analisi dell’espressione della proteina TPO nei campioni cellulari e tissutali 
 
Analisi dell’espressione della proteina TPO tramite analisi Western Blot (WB): 
Estrazione della proteina.  
Dai tessuti. I tessuti congelati (200 mg) erano tagliati in piccoli pezzi utilizzando una lama e posti a 
scongelare in 600 μL di buffer RIPA (PBS, 1% NP40, 0.5% sodio deossicolato, 0.1% SDS) contenente 
10 μL/ml di inibitore della proteasi (PMSF in isopropanolo). I tessuti posti nel buffer RIPA + PMSF 
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erano inoltre omogeneizzati tramite un omogenizzatore. La temperatura era mantenuta a 4°C per tutta la 
durata delle procedure, lavorando su ghiaccio. Il campione veniva quindi centrifugato a 15000xg per 20 
min a 4°C ed infine veniva rimosso il surnatante. La proteina veniva conservata a -20°C. 
Dalle cellule. Le cellule venivano lavate per 2 volte con PBS, addizionate ad un buffer (40% SDS 10%, 
20% glicerolo, 20% 0.5M Tris pH 6.8, 16% acqua pura, 2% pironina Y 0.2%, 2% β-mercaptoetanolo, 10 
μl/ml PMSF 100 mM) ed infine portate ad ebollizione per 5 min. Nota: la pironina veniva aggiunta solo 
dopo aver misurato la concentrazione della proteina. 
SDS-Page e Western Blot (WB). Le proteine, estratte in quantità variabili, erano denaturate a caldo in un 
buffer e caricate in un gel all’8% di Tris-glicina SDS-acrilamide. Dopo l’elettroforesi su gel le bande delle 
proteine erano traferite su membrane di Polivinylidina Fluoride (PVDF) Amersham Hybond-P (GE 
Healthcare). Le membrane erano trattate con polvere di latte scremato al 5% (Marvel) per 2 ore a 
temperature ambiente su di un miscelatore orbitale. Lo studio western blot era condotto incubando in un 
miscelatore per tutta la notte a 4°C le membrane con l’anticorpo murino monoclonale TPO ab76935 (abcam)  
diluito (1:1000) con un 5% di siero albumina bovina (BSA) o con un 5% di polvere di latte scremato 
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(Marvel), rispettivamente per l’analisi dei tessuti e delle cellule. La membrane erano lavate per 3 volte per 5 
minuti con TBST (Tris-buffered saline, 0.1% Tween 20) in un miscelatore orbitale. Dopo il lavaggio le 
membrane venivano incubate con  le IgG anti topo  marcate per la perossidasi (1:5000) per 1 ora in un 
miscelatore orbitale a temperatura ambiente. Le membrane venivano lavate con TBS-T due volte per 30 sec, 
1 volta per 15 min e 3 volte per 5 minuti. L’analisi era sviluppata utilizzando il sistema di rivelazione per 
WB Amersham ECL Plus (GE Healtcare) in accordo con le istruzioni del produttore.  
Abbiamo eseguito il western blot in 8/8 (100%) CM, 8/8 (100%) PT, 2/2 (100%) KC, 2/3 (66,7%) P e 4/17 
(23,5%) AD, uno per tipo: O, K, SC ed A. Per l’analisi proteica dei tessuti abbiamo utilizzato 50 μg di 
proteina per tutti I tessuti eccetto per i tessuti T (5 μg). 
Per l’analisi proteica sulle cellule abbiamo utilizzato 50 μg di proteina per tutti i tipi cellulari eccetto per le 
cellule T (15 μg); abbiamo analizzato tutte le cellule MCF-7 (tot= 16 combinazioni), T47D 24N e 8N e 
MDAMB-231 6N, 24N e 8N. 
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Test di assorbimento dell’anticorpo primario tramite antigene peptidico. L’anticorpo primario ab 76935 (8 
μg) era pre-incubato per tutta la notte a 4° C in un miscelatore con 8 μg di frammenti ricombinanti di TPO 
prodotti in colture batteriche n°3 e n°4 (28) in BSA 5% o in polvere di latte scremato (Marvel), 
rispettivamente per l’analisi proteica dei tessuti e delle cellule. Lo stesso test di assorbimento dell’anticorpo 
primario era condotto con 10 μg  di lattoperossidasi bovina (LPO, Sigma-Aldrich). 
 
5. RISULTATI 
a) Incidenza della patologia tiroidea nelle pazienti con carcinoma della mammella dopo la 
mastectomia 
La distribuzione delle varie patologie tiroidee nelle 102 pazienti con CM e nei controlli è riportata 
in Fig. 4. Il riscontro di un gozzo nodulare non tossico si aveva in 28/102 (27.4%) pazienti con CM 
ed in 11/100 (11%) controlli (p=0.003). Il volume tiroideo medio misurato ecograficamente era 14 
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± 6 mL nelle pazienti con CM e 10 ± 2 ml nei controlli. 14/102 (13.7%) pazienti con CM erano 
affette da tiroidite di Hashimoto ed in 7 era presente un ipotiroidismo subclinico, mentre nei 
controlli l’incidenza della tiroidite autoimmune era del 2% (p<0.005). In 2 pazienti con CM (1.9%) 
ed in 1 controllo era possibile porre diagnosi di morbo di Basedow. 1 paziente con CM aveva una 
tiroidite subacuta e 2 pazienti (1.9%) presentavano un carcinoma della tiroide. Nessun caso di 
neoplasia tiroidea o tiroidite subacuta era riscontrato nei controlli. Considerando tutte le patologie 
tiroidee nel loro complesso, 47/102 (46%) delle pazienti con CM e 14/100 (14%) dei controlli erano 
tireopatiche (p<0.0001) (Fig. 5). 
I valori medi (± deviazione standard) di FT4, FT3 e TSH erano, rispettivamente, nelle pazienti con 
CM 9.0 ± 2.27 pg/mL, 3.4 ± 0.2 pg/mL, 1.7 ± 3.2 μU/mL ; nei controlli 9.9 ± 2.24 pg/mL, 3.2 ± 0.6 
pg/mL, 1.8 ± 1.4 μU/mL; non vi erano differenze statisticamente significative tra i due gruppi. 
Nelle pazienti con CM, rispetto ai controlli era riscontrabile una maggior percentuale di positività 
per anticorpi anti-tiroide circolanti: 26.5% e 12%, rispettivamente (p<0.005). Tale differenza era 
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presente per gli TPOAb: 23.5% dei CM e 8% dei controlli (p<0.002); la  distribuzione degli TgAb, 
era invece simile nei due gruppi: 16.6% nei CM e 12% nei controlli (p=ns). (Fig. 6) 
La frequenza degli anticorpi anti tiroide nelle pazienti con CM e nei controlli con o senza patologia 
tiroidea autoimmune è stato graficato in Fig.7. Nel gruppo con CM una maggiore incidenza di 
anticorpi anti tiroide era presente nelle pazienti con tiroidite autoimmune. (14/26, 51.8%; p=0.03). 
Al contrario nel gruppo di controllo una più alta incidenza di anticorpi anti tiroide (50%) era 
riscontrata nei soggetti senza patologia tiroidea autoimmune clinicamente evidente. 
L’analisi della distribuzione degli anticorpi anti-tiroide circolanti è stata valutata in relazione all’età 
(Fig 8); si prendevano in esame tre fasce d’età: 1) ≤ 45 anni, 2) 45-59 anni e 3) ≥60 anni. Nelle 
pazienti con CM, la più alta prevalenza degli anticorpi anti-tiroide era riscontrata nel gruppo di età 
≤ 45 anni (p=0.05), mentre nei controlli lo era in età più avanzata (≥ 60 anni). Nella fascia di età 
compresa tra i 45 ed i 59 anni l’incidenza di anticorpi anti tiroide era superiore nelle pazienti con 
CM (p=0.02).  
 49 
 
51/92 (55.43%) CM erano RE+ senza alcuna differenza tra donne pre- o post- menopausa. 
Anticorpi anti-tiroide circolanti erano presenti in 18/51 (35.28%) RE+ e in 10/41 (24.39%) RE- 
(p=ns).  
 
b) Incidenza della patologia tiroidea nelle pazienti con patologia mammaria prima 
dell’intervento chirurgico  
Sono state arruolate 61 donne con patologia  nodulare della mammella sospetta per lesione 
neoplastica; tali pazienti venivano valutate per eventuale presenza di patologia tiroidea prima 
dell’intervento chirurgico. Il successivo esame istologico eseguito sul tessuto mammario asportato 
deponeva in 36/61 (59%) CM e 25/61 (41%) patologia mammaria benigna (PMB).  
I valori medi (± deviazione standard) di FT4, FT3 e TSH erano, rispettivamente, 9.76 ± 2.73 pg/mL, 
3.58 ± 0.7 pg/mL e 1.9 ± 0.7 μU/mL nel gruppo delle pazienti con CM; 9.93 ± 2.12 pg/mL, 3.65 ± 
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0.45 pg/mL e 1.19 ± 0.85 μU/mL nel gruppo delle pazienti con PMB; 9.9 ± 2.24 pg/mL, 3.2 ± 0.6 
pg/mL, 1.8 ± 1.4 μU/mL nel gruppo di controllo. Non vi erano differenze statisticamente 
significative tra i gruppi. 
La prevalenza degli TPOAb nel gruppo delle pazienti con CM era di 12/36 (33.33%), 
significativamente più elevata rispetto a quella del gruppo delle pazienti con PMB (5/25: 20%), 
(p<0.01) e del gruppo dei controlli (8/100: 8%), (p<0.01). (Fig. 9). Un titolo anticorpale 
particolarmente elevato (>300 U/mL) era riscontrato  in 5/12 pazienti con CM (41.6%) ed in due 
casi gli TPOAb erano >1000 U/m; tra le  pazienti con PMB un titolo elevato era presente in 2/5 
(40%) e solo 1 mostrava valori di TPOAb >1000 U/mL. 
Come evidenziato per gli TPOAb, anche prevalenza degli TgAb nelle pazienti con CM (12/36: 
33.33%) era significativamente più alta rispetto a quella nel gruppo delle pazienti con PMB (4/25: 
16%) e nel gruppo dei controlli (12/100:12%); (p<0.01) (Fig. 9); concentrazioni particolarmente 
elevate di TgAb (>300 U/mL) erano riscontrate in 8/12 CM (66.66%) e in 1/4 (25.0%) PMB. 
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All’esame ecografico la ghiandola tiroidea si presentava con un pattern diffusamente ipoecogeno in 
20/36 (55.55%) CM e 7/25 (28%) PMB (p<0.03). (Fig. 10); la ridotta ecogenicità della tiroide in 
10/20 (50%) CM ed in 2/7 (28.57%) PMB (p<0.0001) si associava alla presenza di anticorpi anti-
tiroide ì (Fig. 11). La ghiandola si presentava normoecogena in 16/36 (44.44%) pazienti con CM e 
18/25 (72%) con PMB; tale aspetto ecografico si associava alla presenza degli anticorpi anti-tiroide 
in 4/16 (25%) CM e in 2/18 (11.11%) PMB (p<0.0001). Nel gruppo di controllo, solo in 2 casi 
l’ecografia mostrava una ipoecogenicità della ghiandola tiroidea (focalmente e non diffusamente 
ipoecogena) ed in entrambi era possibile rilevare la presenza di TPOAb circolanti. 
La valutazione della funzione tiroidea mostrava in 2/36 (5.55%) CM, in 1/25 (4%) PMB ed in 
nessuno dei controlli una condizione di ipotiroidismo correlato alla patologia tiroidea autoimmune; 
in nessuna delle pazienti era riscontrata una condizione di ipertiroidismo. 
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c) Significato prognostico dei TPOAb nelle pazienti con carcinoma mammario 
21/47 (65.9%) pazienti con CM ad alto grado erano vivente a 5 anni dalla diagnosi (SG). 16/47 
(34.1%) erano decedute (DG) nel corso del follow-up (età media dei due gruppi 53.1 ± 10.9 anni e 
53.3 ± 8.5 anni, rispettivamente) (p=ns). La prevalenza degli anticorpi anti tiroide era 15/47 (31%) 
ed in particolare degli anti tireoperossidasi era di 14/47 (29.8%). In 8/47 (17.2%) era possibile porre 
diagnosi di tiroidite cronica autoimmune. Nelle Fig.12 (a e b) e 13 sono riportate le curve di 
sopravvivenza valutando le dimensioni del tumore (2-5 cm, >5 cm), l’interessamento linfonodale 
(≤3, >3) e la positività del RE. Come si può osservare il maggiore interessamento linfonodale e la 
negatività del RE erano strettamente legati ad una peggiore prognosi (p=0.006, p=0.008). In Fig. 14 
è riportata invece la sopravvivenza in relazione alla positività degli anticorpi ed i pazienti AbT+ 
avevano una sopravvivenza significativamente migliore rispetto ai pazienti AbT-. Non vi era 
nessuna significativa correlazione tra la positività di RE e la presenza di AbT. (chi quadro =0.2, 
p=0.7).l’analisi concomitante del RE e di AbT (Fig. 15) evidenzia chiaramente che la prognosi 
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peggiore era nei pazienti RE- e AbT-. Nel gruppo dei deceduti la presenza di AbT era riscontrata in 
un solo caso 
 
d) Possibili meccanismi patogenetici 
NIS 
Ipotizzata una possibile interferenza nell’attività NIS di anticorpi anti-tiroide circolanti, al fine di 
validare tale tesi, abbiamo raccolto  49 sieri di pazienti con CM e autoimmunità tiroidea; sono stati 
selezionati 11/49 sieri con un titolo anticorpale elevato che successivamente sono stati purificati al 
fine di ottenere IgGs. 
Il controllo è stato eseguito mediante l’utilizzo di IgGs estratte da sieri di soggetti con tiroidite 
autoimmune senza patologia mammaria e da sieri di soggetti sani. 
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Sebbene si variassero le condizioni, nessuna delle IgGs delle pazienti con CM e patologia tiroidea 
autoimmune era in grado di inibire la captazione di iodio da parte delle cellule CHO transfettate ed  
il grado di inibizione dell’attività NIS non era mai superiore al 5%. Gli stessi risultati sono stati 
ritrovati in entrambi i gruppi di controllo. (Fig. 16). 
 
Infiltrazione linfocitaria 
Il grado di infiltrazione linfocitaria era valutato sui tessuti di CM appartenenti a 26 pazienti con 
autoimmunità tiroidea e 30 senza autoimmunità tiroidea.  
19/26 (73.1%) pazienti affette da CM e tireopatia autoimmune, presentavano un grado 
d’infiltrazione linfocitaria estremamente scarso o scarso (ES) (10/26: 38.5% estremamente scarso e 
9/26: 34.6% scarso) e 7/26 (26.9%) moderato-marcato (MM) (4/26: 15.4% moderato e 3/26: 11.5% 
marcato). In particolare, i tessuti neoplastici mammari delle 14 pazienti con tiroidite autoimmune 
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presentavano un grado di infiltrazione linfocitaria ES, mentre nel tessuto mammario sano 
circostante il tumore l’infiltrazione linfocitaria era estremamente scarsa o assente. 
In 25/30 (83.0%) pazienti con CM senza tireopatia autoimmune il grado di infiltrazione linfocitaria  
era ES e in 5/30 (17.0%) MM.  
Nessuna differenza significativa era quindi riscontrabile in termini di infiltrazione linfocitaria nei 
tessuti neoplastici mammari di pazienti affette e non, da patologia tiroidea autoimmune. 
Era stata anche analizzata la relazione tra il grado di infiltrazione linfocitaria e lo stadio del tumore. 
Nelle pazienti con CM e patologia tiroidea autoimmune: 16/19 (84.2%) pazienti con infiltrazione 
linfocitaria ES, presentavano uno stadio 1 o 2 e 3/19 pazienti (15.8%) presentavano uno stadio 3 o 
4; tra le 7 pazienti con alto grado di infiltrazione linfocitaria, 6 (85.7%) presentavano un CM allo 
stadio 1 o 2 e 1 (14.3%) allo stadio 3. Risultati simili erano stati ottenuti confrontando il grado di 
infiltrazione linfocitaria e lo stadio tumorale nelle pazienti senza patologia tiroidea autoimmune.  
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Espressione genica della tireoperossidasi nel tessuto mammario 
1) TPO: gene 
Attraverso PCR a partire da cDNA da tessuto mammario congelato a fresco, si eseguiva 
amplificazione per il gene TPO e successivamente si faceva correre su gel di agarosio ed etidio 
bromuro (vedi descrizione precedente) e si analizzava con transilluminatore. Sul gel si evidenziava 
la presenza di una banda in corrispondenza dell’amplificato ottenuto dal tessuto carcinomatoso 
mammario, ed anche in corrispondenza di quello ottenuto dal tessuto tiroideo sano; nessuna banda 
era visualizzata nei prodotti di PCR provenienti da cellule mammarie displasiche né da quelli 
provenienti dal tessuto sano peritumorale.  (Fig. 17) 
Come controllo positivo si valutava il gene ubiquitario TBP che risultava amplificato in tutti e tre i 
campioni, confermando la correttezza della procedura (Fig. 18) 
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2) TPO: proteina 
Le sezioni di tessuto tiroideo normale e di carcinoma della mammella, dopo opportuno trattamento 
come sopra descritto, venivano osservate al microscopio a fluorescenza che permetteva di 
localizzare il segnale in entrambi tessuti in corrispondenza sia della membrana cellulare che del 
citoplasma. 
Franca era l’espressione della proteina TPO a carico dei tessuti di origine tiroidea (Fig. 19).  
Per quanto riguarda i tessuti appartenenti alla neoplasia mammaria si evidenziava l’espressione 
della proteina TPO nelle stesse sedi cellulari dei tessuti tiroidei e peraltro con il medesimo pattern di 
intensità. (Fig. 20), mentre nessun segnale di fluorescenza si ritrovava nei tessuti mammari 
displastici e sani peritumorali. (Fig. 21) 
L’analisi dei “controlli oncologici” (tessuti di adenocarcinoma pancreatico) non mostrava alcun 
segnale fluorescente (e quindi deponeva per l’assenza della proteina). 
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Al segnale rilevato veniva sottratto quello (di debole intensità) dovuto all’autofluorescenza propria 
di ogni tessuto e quindi il segnale rilevato era “puro” e cioè dovuto alla presenza della proteina 
TPO. 
Al fine di definire la specificità del segnale le stesse sezioni erano incubate con il siero privo di 
TPO. (Fig. 22) 
3) analisi quantitativa dell’espressione del TPO mRNA nei campioni cellulari e di tessuto 
Analisi dell’espressione del TPO mRNA (RT-PCR e RT-QPCR): 
La Fig. 23 riassume le immagini ottenute utilizzando le coppie di primer F13-R17 sui campioni di cDNA 
cellulari e tissutali ottenuti con odT RT dopo 50 cicli di PCR; nella Tab. 1 sono riportati le bp attese dalla 
PCR per ogni isoforma.  
 Tessuto tiroideo (TT): Fig. 23A, 23B, 23C. Dopo 40 cicli di PCR il TT ha espresso le due bande 
corrispondenti alle ben note isoforme della TPO, come ci si aspettava: una banda a 485 bp 
corrispondente alla TPO 1, TPO 2 o TPO 5 e una banda a  353-355 bp corrispondente alla TPO 3, 
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TPO 4, TPO 2/3 o TPO 2/4. Abbiamo inoltre sorprendentemente riscontrato bande intermedie a 450 
e 400 bp e l’analisi della loro sequenza ha rivelato che si trattava semplicemente di prodotti ottenuti 
dalla PCR corrispondenti alla TPO 1, TPO 2 o TPO 5 (banda a 485 bp); l’analisi della sequenza della 
banda inattesa a 320 bp ha rilevato che essa era il prodotto tagliato della banda a  353-355 bp. Il TT 
esprimeva inoltre una banda dal segnale molto debole a 220 bp, la cui analisi di sequenza verrà 
commentata nel paragrafo successivo. La figura 23 riporta solo i risultati dopo 50 cicli di PCR; non 
sono riportati in figura quelli dopo i 40 cicli.  
 Tessuti da CM e PT (Fig. 23A). Dopo 40 cicli di PCR, 8/8 (100%) CM e 5/8 (62,5%) PT 
esprimevano entrambe le bande corrispondenti alle note isoforme della TPO: 6/8 (75%) CM e 6/8 
(75%) PT esprimevano inoltre anche la banda inattesa a 220 bp, mentre 1/8 (12,5%) CM e 3/8 
(37,5%) PT esprimevano la banda a 130 bp. La Fig.23A riporta solo risultati parziali dopo 50 cicli di 
PCR. 
 Altri tumori (Fig. 23A). solo pochi KC e P esprimevano la TPO ed in ogni caso solo dopo 50 cicli di 
PCR (Fig. 23A) e non dopo 40 cicli (dati non riportati in figura); in particolare gli MKC ed 1/3 
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(33,3%) dei P esprimevano solamente la banda a 485 bp, mentre nessun prodotto era identificato per 
i PKC o nei due rimanenti P; inoltre non sono state ritrovate le bande a 220 e 130 bp.  
 Tessuto adiposo (Fig. 23B). La PCR con F13 ed R17 era stata eseguita in 9/17 (52.9%) AD: 3 A, 4 
SC, 1 K ed 1 O. Nove su  9 (100%) esprimevano entrambe le bande a 485 bp ed a 353-355 bp, tutti i 
tessuti eccetto un tessuto A (8/9: 88,8%) esprimevano la banda inattesa a 220 bp e solo uno dei 
tessuti A che non esprimeva la banda a 220 bp presentava la banda inattesa  a 130 bp (1/8: 12,5%). 
La Fig.23B riporta solo risultati parziali dopo 50 cicli di PCR. 
 Linee cellulari di CM. Tutte e 3 le line cellulari di CM esprimevano dopo 40 cicli di PCR quasi tutte 
le bande corrispondenti alle note isoforme della TPO (non riportate in figura). La Fig. 23C mostra I 
risultati di tutte le 16 combinazioni delle cellule MCF-7 dopo 50 cicli di PCR: 1/16 (6,25%) 
esprimeva la banda a 485 bp band e 2/16 (12,50%) esprimevano la banda a 353-355 bp, mentre la 
maggior parte delle cellule (7/16: 43,75%) esprimeva le due bande inattese a 220 e 130 bp. I risultati 
per le cellule T47-D ed MDAMB-231 erano sovrapponibili (data non mostrati). In tutte le linee 
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cellulari l’espressione risultava indipendente dalla esposizione al β-estradiolo e/o all’IGF-II e dal 
tempo di raccolta.  
 Analisi di sequenza delle bande inattese alla PCR per le cellule F13/R17.  
 220 bp. L’analisi di sequenza condotta in tutti i diversi tessuti utilizzando sia le F13 ed R17 ha 
mostrato che questa banda era una nuova isoforma di TPO, che risultava mancante sia dell’esone 14 
che 16;  questa isoforma è stata da noi chiamata “TPO breast” in quanto la sua presenza era 
predominante nelle linee cellulari di BC (Fig. 24A).  
 130 bp. L’analisi di sequenza era inconclusiva, in quanto la sequenza ottenuta non è stata in grado di 
mostrare alcuna somiglianza con nessun gene umano. E’ possibile ipotizzare che tale sequenza possa 
corrispondere ad un prodotto della PCR composto dall’esone 13  e legato direttamente all’esone 17, 
che non mostra chiari risultati sequenziando con F13 and R17. E’ noto, infatti, che scarsi sono i 
risultati che si ottengono analizzando le regioni prossime ai primer. 
 QPCR. La Tab. 1 mostra la quantità di espressione della TPO nei campioni dei nostri tessuti , 
paragonandola a quella dei TT. Abbiamo utilizzato le coppie di primer F2/R3-4 al fine di ottenere un 
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prodotto di PCR comune a tutte le diverse isoforme di TPO, al fine di poterne quantificare l’espressione 
cumulativa. Eseguendo il confronto ai tessuti TT, la TPO è espressa in misura minore  nei tessuti AD  
(circa 10
3
 volte), nei CM e nei PT (10
4
 volte), nei P (10
5
 volte) e nei tessuti K rasenta il limite della 
capacità diagnostica. Per quanto concerne gli AD, non vi erano differenze significative nell’ammontare 
dell’espressione della TPO tra A, SC, K od O. Analizzando l’espressione della TPO nei PKC ed MKC, 
in più esperimenti abbiamo riscontrato valori compresi tra 10
1
-10
2
 e zero e pertanto abbiamo concluso 
che la TPO viene espressa al limite della capacità diagnostica. Anche nelle cellule MCF-7, T47-D ed 
MDAMB-231 di line cellulari di CM abbiamo riscontrato l’espressione della TPO al limite del potere 
diagnostico (dati non mostrati) 
 Altri risultati. Nei tessuti TT abbiamo inoltre eseguito reazioni PCR con altri primer  i cui prodotti sono 
riassunti nella Tab. 2. Oltre a tutte le isoforme già note di TPO mRNA abbiamo riscontrato altre bande 
non attese  e la loro analisi di sequenza ha dimostrato trattarsi di vere e proprie nuove isoforme (TPO A, 
TPO B, TPO C and TPO D) come riportato in Fig. 24B e 24C. In particolare con le coppie di primer 
F9/R17 abbiamo riscontrato una variante priva degli esoni 10,14 e 16, che probabilmente è la stessa 
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isoforma “TPO breast” corrispondente alla banda a 220 mancante degli esoni 14 e 16,  riscontrata con la 
PCR ed i primer F13/R17.   
 
4) Analisi dell’espressione della proteina TPO nei campioni cellulari e tissutali 
Western Blot: proteinaTPO 105-110 kDa  
 Tessuti. La Fig.  25 mostra I risultati dell’analisi dell’espressione della proteina TPO ottenuta tramite 
WBth WB; sono state riportate solo le immagini di alcuni dei campioni. La proteina della TPO al WB 
solitamente appare come una banda singola o doppia in corrispondenza dei 105-110 kDa e la 
motivazione è ancora dibattuta; alcuni autori suggeriscono che questo sia dovuto all’esistenza di alcune 
varianti della proteina TPO
52,
 
53
, mentre altri escludono tale ipotesi, suggerendo invece la possibilità che 
questo sia da attribuire ad un diverso grado di glicosilazione
54,55
. Un segnale a 105-110 kDa era 
riscontrato in 7/8 CM, 4/8 PT, 2/2 KC (PKC ed MKC) e 1/3 P (Fig. 25A). Abbiamo analizzato 
l’espressione della proteina TPO anche in 4 differenti AD (Fig. 25B): O e K esprimevano chiaramente la 
banda a 105-110 kDa, negli SC era al limite della visibilità e negli A non era presente. 
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 Cellule. Con il WB abbiamo analizzato tutte le 16 cellule MCF-7, T47D 24N e 8N ed MDAMB-231 6N, 
24N e 8N e abbiamo ritrovato la banda a 105-110 kDa in tutti i campioni; la Fig. 25C mostra i risultati 
parziali su alcune cellule MCF-7.  
 Tessuto tiroideo. Nel TT era chiaramente espresso la banda a 105-110 kDa, ma il contenuto proteico era 
circa 4-10 volte inferiore rispetto agli altri campioni; possiamo quindi concludere che la proteina era 
espressa nei nostri campioni, ma in misura nettamente inferiore rispetto alla tiroide. 
 
Test di assorbimento dell’anticorpo primario tramite l’antigene peptidico (TPO ed LPO)  
 Test di assorbimento della TPO. La Fig. 26Amostra l’espressione della banda a  105-110 kDa in 2 PT, 
MKC, 3 CM e T, ottenuti utilizzando il normale TPO ab76935 e la Fig. 26B  mostra la stessa banda negli 
stessi campioni utilizzando l’anticorpo TPO “absorbed” ab76935: come atteso il segnale era fortemente 
ridotto o scomparso dopo l’esperimento di assorbimento della TPO, indicando un legame specifico degli 
ab76935 alla TPO. Abbiamo eseguito il test di assorbimento della TPO anche nelle cellule  MCF-7 e 
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AD, confermando anche in questi campioni la riduzione/scomparsa del segnale di banda a 105-110 kDa 
(immagini non riprodotte).     
 Test di assorbimento della LPO. Nei tessuti T, 3 CM, 2 PT ed MKC abbiamo inoltre eseguito 
l’esperimento di assorbimento con TPO ab76935 utilizzando la LPO, una proteina con struttura ed 
epitopi molto simili a quelli della TPO espressa dalle cellule carcinomatose della mammella. In tutti i 
campioni il segnale a 105-110 kDa non subiva alcuna modificazione dopo il test di assorbimento con 
LPO (dati non mostrati). Questo suggerisce l’assenza di una cross reattività tra la LPO e gli ab76935 e 
conferma il legame specifico degli ab76935 alla TPO.  
 
6. DISCUSSIONE 
Nell’uomo lo iodio viene concentrato prevalentemente a livello della ghiandola tiroidea, ma lo si 
può trovare anche nel tessuto mucoso gastrico, in quello ghiandolare lacrimale, salivare e 
mammario. Il TSH è l’ormone deputato al controllo del trasporto iodico nelle cellule ed il processo 
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risulta essere mediato da NIS (Natrum Iodide Symporter). NIS  è una glicoproteina transmembrana 
della porzione baso-laterale della membrana plasmatica; la sua struttura è stata recentemente 
caratterizzata grazie a studi condotti su modelli animali (ratto)
56
. E’ stato possibile, utilizzando 
utilizzando tecniche real-time-PCR e analisi con Northern Blot, dimostrare la presenza di NIS in 
numerosi tessuti tra cui il tessuto tiroideo, la mucosa gastrica e colica e nel tessuto ghiandolare della 
mammella. E’ stato ipotizzato il ruolo di NIS come autoantigene implicato nel determinismo delle 
patologie autoimmuni tiroidee 
57
; è stato inoltre osservato come il siero proveniente da pazienti 
affetti da morbo di Graves fosse in grado di inibire la captazione dello iodio in cellule CHO 
transfettate con NIS. Ciò portava a supporre una certa interferenza tra gli anticorpi anti tiroide e 
l’attività di NIS, ma tale dato non è stato successivamente confermato dagli studi condotti da 
Tonacchera e collaboratori
51
 (non inibizione di NIS con sieri di pazienti affetti da patologia tiroidea 
autoimmune). Tazebay et al
24
 hanno dimostrato, utilizzando tecniche immunoistochimiche, che NIS 
è espresso nel ratto sulla membrana delle cellule della ghiandola mammaria durante il periodo di 
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allattamento, suggerendo una certa influenza su NIS da parte di fattori ormonali presenti in 
maggiori quantità in questa particolare fase (estrogeni, prolattina e ossitocina). Notevole importanza 
riveste la dimostrata presenza di NIS su oltre l’80% delle cellule appartenenti a tessuto 
carcinomatoso della mammella (CM), in quanto ciò indica l’associazione tra trasformazione 
neoplastica ed espressione di NIS. NIS è espresso, anche se in misura inferiore, anche a livello del 
tessuto mammario peri-tumorale
24
. Dal punto di vista fisiologico NIS riveste particolare rilievo 
durante le fasi dell’allattamento. Durante la gravidanza l’enzima lattoperossidasi presenta una 
spiccata attivazione
58,59
 permettendo così alla cellula mammaria di organificare lo iodio per 
costituire una delle componenti importanti del latte materno: le iodoproteine.  Le iodoproteine 
(delta-iodo-lactone e iodo-aldeide) sono molecole lipidiche capaci di inibire fortemente la 
proliferazione cellulare; lo iodio, sotto forma di iodocomposti, probabilmente agisce come 
antiossidante riducendo la presenza di radicali liberi all’interno delle cellule (i radicali liberi 
notoriamente sono tra i determinanti della trasformazione neoplastica). Quanto lo iodio sia 
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importante nella fisiopatologia della mammella è stato confermato da Eskin
2,3,60
 negli studi condotti 
su ratti femmina a dieta iodo-carente in cui si evidenziava un aumento dell’incidenza di patologie 
mammarie (displasia, fibroadenomi, fino al carcinoma). La somministrazione di agenti chimici 
cancerogeni (es. dimetilbenzantracene) in modelli animali ha dimostrato come l’incidenza di 
neoplasia della mammella si riducesse con la contemporanea somministrazione dello iodio
62
. Gli 
studi epidemiologici condotti sull’uomo in aree endemiche61 hanno dimostrato una maggiore 
incidenza di patologie della mammella (soprattutto di malattia fibrocistica complessa)  ed ulteriori 
due studi
62,63
 hanno dimostrato una correlazione fra ridotto apporto iodico, malattie della tiroide e 
CM. La valutazione del contenuto di iodio nei tessuti mammari neoplastici, condotta da  Kilbane
18
, 
ha identificato valori minori nel tessuto neoplastico rispetto al tessuto  sano circostante. Dalla 
letteratura si evince quindi l’importanza dello iodio nella fisiologia della ghiandola mammaria e il 
possibile ruolo che una carenza di tale elemento, nello sviluppo cellulare in senso tumorale. 
Proseguendo nelle analisi di similitudine tra la cellula mammaria e tiroidea troviamo che in 
 69 
 
entrambe è presente una attività perossidasica: tireo- e latto- perossidasi dimostrano una cross 
reattività antigenica del 30% ca (Ruf et al) 
33
. La presenza degli anticorpi anti tireoperossidasi 
(TPOAb), nelle pazienti affette da tiroidite di Hashimoto, produce un blocco della tireoperossidasi  
stessa con minor capacità delle cellule tiroidee di organificare lo iodio e maggiore perdita di iodio 
non organificato. Data la cross reattività tra tireo- e latto- perossidasi è possibile che gli TPOAb 
interferiscano con la lattoperossidasi, conducendo ad una deplezione di iodio a livello mammario. 
La presenza di queste similitudini antigeniche e biochimiche tra cellula mammaria e cellula tiroidea 
hanno rappresentato la base che ci ci ha portato a programmare uno studio volto a valutare i rapporti 
tra tireopatia e CM e gli eventuali meccanismi patogenetici. 
I risultati a cui sono giunti in passato numerosi autori in merito a tale correlazione sono 
contrastanti
5-10
; bisogna comunque tenere conto del fatto che tali studi erano per lo più con disegno 
retrospettivo e che utilizzavano criteri diagnostici diversi per la patologia tiroidea. Il primo studio 
prospettico è stato condotto da Smyth et al
17
, ed ha dimostrato una maggiore incidenza di gozzo 
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multinodulare nelle pazienti con CM: il volume medio della tiroide, determinato tramite indagine 
ecografica, era significativamente superiore nelle pazienti con CM rispetto ai controlli. Smyth aveva 
condotto tale studio in un’area a media endemia gozzigena (Dublino e zona rurale circostante, 
Irlanda), sottolineando l’importanza della carenza iodica nel processo di trasformazione neoplastica. 
Il ruolo centrale della carenza di iodio nello sviluppo del CM è stato successivamente confermato, 
come abbiamo già precedentemente descritto, dal riscontro di ridotti quantitativi di iodio nel tessuto 
mammario carcinomatoso, rispetto al tessuto sano circostante, in studi condotti da Kilbane
18
.  
I risultati dei nostri studi hanno confermato un’elevata incidenza di tireopatia nelle pazienti affette 
da carcinoma mammario, rispetto ai controlli; le donne che erano state arruolate nello studio 
provenivano da un’area geografica (Pisa e provincia) a moderata endemia gozzigena. Da tale studio 
è emerso un netto incremento dell’incidenza di tiroidite cronica di Hashimoto tra le pazienti con 
CM (13.7%), rispetto a quella riscontrata nel gruppo di controllo (2%). Di estremo interesse e 
rilievo è il notevole aumento della frequenza degli TPOAb circolanti nelle pazienti con CM rispetto 
 71 
 
ai controlli (23.5% vs 8%) (p<0.02), con distribuzione significativa nelle pazienti con evidenza 
clinica od ecografica di patologia tiroidea. Al contrario nessuna differenza significativa era 
riscontrata nelle pazienti per quanto riguardava gli anticorpi anti tireoglobulina. L’associazione tra 
patologia tiroidea autoimmune e CM è stata confermata da numerosi autori 
11,12,64
. La positività 
degli TPOAb nelle pazienti con CM era, contrariamente a quanto di solito rilevato nella 
popolazione generale, più rappresentata nelle pazienti di età ≤ 45 anni; nel gruppo di controllo 
veniva confermato il dato epidemiologico generale di una maggiore presenza di TPOAb nelle età  ≥ 
60 anni
65
. Vasta è la letteratura riguardo al ruolo degli TPOAb nel danno tiroideo e nella genesi di 
ipotiroidismo in pazienti con tiroidite autoimmune
66,67
. Nelle pazienti con CM abbiamo dimostrato 
una maggiore incidenza di TPOAb circolanti, che si associavano maggiormente con la tiroidite 
autoimmune e con una maggiore prevalenza nei soggetti giovani e che suggerivano una prevalenza 
maggiore di anticorpi citotossici nelle pazienti affette da carcinoma mammario.  
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Il ruolo dello stress nella risposta immunitaria è stato ampiamente studiato. Numerosi autori hanno 
sottolineato l’importanza delle interazioni fra sistema nervoso centrale e sistema immune e hanno 
sottolineato come stimoli di natura psichica possano agire direttamente sulla sintesi e sull’attività di 
neurotrasmettitori, ormoni e citochine, i quali agiscono direttamente sull’attività del sistema 
immune
68,69
. In merito ai rapporti fra stress e patologia autoimmune tiroidea i risultati sono spesso 
contrastanti, infatti un’associazione tra eventi di vita stressanti e l’inizio dell’ipertiroidismo da 
malattia di Graves è stato osservato in alcuni studi
47,48,70,71
, ma non confermato in altri
51,72,73
. Pochi 
sono gli studi sui rapporti fra stress e tiroidite autoimmune e i pochi studi disponibili non hanno 
dimostrato alcuna associazione
56,57
. Dai nostri studi condotti sulle pazienti con CM e valutate prima 
dell’intervento di mastectomia, è stata confermata una maggiore prevalenza di TPOAb circolanti 
rispetto a quella sia del gruppo di controllo, sia delle pazienti con patologia mammaria benigna 
(PMB). L’esame ultrasonografico della ghiandola tiroidea mostrava più frequentemente un pattern 
ipoecogeno nelle pazienti con CM, rispetto al gruppo con PMB; ancora più cospicuo nelle pazienti 
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con CM era il rilievo di autoimmunità tiroidea, identificata come aspetto ipoecogeno della tiroide 
associato o meno alla presenza di anticorpi anti-tiroide. Dunque la maggiore incidenza della 
tiroidite autoimmune e di anticorpi anti-tiroide nelle pazienti con CM è del tutto indipendente da 
eventi stressanti. 
Per quanto riguarda la valutazione della funzione tiroidea, le concentrazioni medie di FT3, FT4 e 
TSH nelle pazienti affette da CM prima e dopo l’intervento di mastectomia, erano sovrapponibili a 
quelle dei controlli, confermando così i dati presenti in letteratura
6,14,16,17
: quindi, fatta eccezione per 
le pazienti con CM e tiroidite autoimmune con ipotiroidismo, il riscontro di livelli normali di 
ormoni tiroidei potrebbe indicare che il danno tiroideo è relativamente recente, suggerendo 
comunque l’opportunità di seguire le pazienti nel tempo, data la possibilità di sviluppare una 
condizione di ipotiroidismo.  
Abbiamo, poi, voluto verificare, nelle pazienti con CM e tireopatie autoimmuni, l’eventuale 
interferenza sull’attività NIS di immunoglobuline circolanti. L’attività NIS veniva valutata in base 
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alla capacità delle immunoglobuline, ottenute purificando sieri di pazienti con tiroidite autoimmune, 
di inibire la captazione del radioiodio da parte di cellule CHO transfettate con NIS: le 
immunoglobuline così ottenute non riuscivano ad inibire, nemmeno in parte, l’attività di NIS. Simili 
risultati si ottenevano addizionando immunoglobuline di pazienti con tiroidite autoimmune senza 
CM e nelle pazienti con CM  senza tireopatia, concordemente a quanto riportato da Tonacchera e 
collaboratori
51
. Vi è un’apparente discordanza con i risultati degli studi di Kilbane18, la cui 
spiegazione può risiedere nel fatto che, nei suoi studi, venivano utilizzati sieri di pazienti con CM e 
tireopatia autoimmune e non immunoglobuline purificate, facendo quindi supporre la presenza nel 
siero intero di altre componenti che potessero interferire con la capacità di captare lo iodio. I nostri 
studi ci portano quindi ad affermare che non vi è alcuna interferenza degli anticorpi anti-tiroide 
circolanti sulla capacità iodo-captante di NIS. 
Analizzando i tessuti mammari è possibile identificare in circa un 20% dei casi la presenza di 
infiltrazione linfocitaria  di vario grado
74
, il cui significato funzionale e prognostico non è ancora 
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stato chiarito
34,38
. I linfociti in corso di sperimenti in vitro si sono dimostrati in grado di determinare 
la proliferazione di cellule mammarie tumorali in coltura primaria
75
 ed una espansione del 
contenuto linfocitario  studi condotti su animali da esperimento sulla progressione neoplastica 
hanno dimostrato che il progredire della tumorigenesi è accompagnato da un’espansione 
dell’infiltrazione linfocitaria stromale. Tale rilievo è stato confermato anche in patologia umana76,77. 
Nelle pazienti con patologia tiroidea autoimmune la presenza di anticorpi anti-tiroide circolanti si 
manifesta a livello del tessuto tiroideo come infiltrazione linfocitaria con distribuzione focale o 
diffusa. Abbiamo valutato l’eventuale incremento di infiltrazione linfocitaria nei tessuti tumorali 
della mammella di pazienti con autoimmunità tiroidea e se tale classe cellulare potesse avere un 
ruolo nel processo dello sviluppo neoplastico: non è presente alcun incremento della reattività 
immunologia tissutale nelle pazienti affette da CM con associata patologia tiroidea autoimmune, 
rispetto ai controlli, e pertanto, non può essere questo a spigare l’associazione tra CM e tireopatia 
autoimmune.   
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Deve essere precisato che i nostri risultati derivano da una valutazione esclusivamente quantitativa 
della infiltrazione linfocitaria ed è in corso uno studio per verificare il ruolo dei linfociti B e T 
citotossici, nell’infiltrato infiammatorio del carcinoma della mammella. 
I recettori estrogenici e progestinici sono proteine nucleari implicate, sotto stimolo ormonale, nella 
proliferazione cellulare mammaria. Nelle nostre pazienti con CM non era presente alcuna 
correlazione fra la positività degli anticorpi anti-tiroide e l’espressione recettoriale; questo dato 
indica che l’autoimmunità tiroidea non si associa a una iper-espressione dei recettori steroidei sul 
tessuto mammario.  
Scarsi sono in letteratura gli studi in cui si è cercato di identificare un eventuale significato 
prognostico degli anticorpi anti tireoperossidasi circolanti nelle pazienti affette da carcinoma della 
mammella.  
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Il nostro studio conferma l’importanza delle dimensioni del tumore78, dell’estensione 
dell’interessamento metastatico linfonodale79,80 e della positività del recettore estrogenico81, 82 nella 
strategia terapeutica e nella prognosi carcinoma della mammella. 
Smyth
83, ha indicato che l’autoimmunità tiroidea era associata con una migliore prognosi nelle 
pazienti con carcinoma mammario, ma in tale studio non venivano presi in esame il tipo istologico 
del tumore, l’estensione della malattia tumorale ne il tipo di terapia antitumorale a cui le pazienti 
erano state sottoposte; la valutazione dei livelli di anticorpi anti tiroidei circolanti erano, inoltre, 
valutati in corso di trattamento antitumorale (chemio- od ormono- terapia adiuvante), che ben 
sappiamo ha la capacità di interferire con la risposta del sistema immunitario. 
Nel nostro studio, di tipo prospettico, le pazienti erano valutate per la presenza di autoimmunità 
tiroidea dopo la mastectomia radicale e prima dell’inizio di ogni altra terapia adiuvante ed inoltre, i 
CM erano tutti appartenenti allo stesso tipo istologico.  
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Il trattamento medico e chirurgico era identico in tutte le pazienti ed in caso di positività del 
recettore estrogenico veniva intrapresa terapia ormonale con Tamoxifene (almeno cinque anni). 
La sopravvivenza a cinque anni era fortemente e positivamente influenzata dalla presenza di 
anticorpi anti tiroide (TAb): solo una delle pazienti decedute era risultata TAb+; l’assenza di 
autoimmunità tiroidea era associata ad una maggiore mortalità. 
Nessuna correlazione era evidenziabile tra la positività del recettore estrogenico e la presenza dei 
TAb, suggerendo quindi che questi due parametri agiscono come fattori prognostici indipendenti. 
E’ ben noto che nella immunità tumorale i linfociti T possono rispondere in termini proliferativi agli 
antigeni tumorali quando questi antigeni sono espressi a sufficienti livelli da essere presentati alle 
cellule dendritiche mature a livello linfonodale
84
  e la cellula T ignora il tumore solido quando 
questi antigeni sono espressi a basse concentrazioni, ma si ha una risposta immunitaria ed 
un’attività di rigetto verso il tumore quando la cellula carcinomatosa esprime tale antigene a livelli 
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più alti
85
. Può quindi essere ipotizzato che in pazienti con autoimmunità tiroidea le cellule T attivate 
contro auto antigeni tiroidei, possano svolgere un’attività litica sulle cellule carcinomatose 
mammarie, che esprimono lo stesso antigene. 
Utilizzando il cDNA proveniente da tessuto neoplastico mammario congelato a fresco veniva 
ottenuto il frammento di DNA codificante la proteina TPO, che veniva, grazie a PCR, amplificato 
per il gene TPO; questo veniva poi fatto correre su gel di agarosio ed etidio bromuro ed analizzato 
al transilluminatore. (vedi: materiali e metodi e risultati). Sul gel, in corrispondenza dell’ampliato 
da tessuto neoplastico della mammella, si identificava una banda sovrapponibile a quella riscontrata 
in corrispondenza dell’amplificato ottenuto da tessuto tiroideo sano. Non era possibile evidenziare 
bande dagli amplificati ottenuti da tessuto mammario displastico e “sano” peritumorale. Questo 
identifica una espressione genica della TPO a livello della cellula neoplastica della mammella. 
Anche il cDNA proveniente da tessuto di adenocarcinoma pancreatico, utilizzato come controllo 
oncologico, mostrava una espressione del gene della TPO, ma con un minor grado di positività. 
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Tale rilievo fa supporre la possibilità che anche altri tipi tumorali possano esprimere il gene TPO, 
tuttavia con una minore intensità; l’intensità del segnale era sovrapponibile a quella del tessuto 
tiroideo solo per il tessuto neoplastico di tipo mammario. Il segnale non era presente per il tessuto 
mammario displastico e sano peritumorale e carcinomatoso pancreatico. La specificità del segnale è 
stata dimostrata dalla scomparsa della immunofluorescenza sul tessuto carcinomatoso mammario e 
sul tessuto tiroideo normale, incubando il tessuto in esame con un pool di sieri privo di anticorpi 
anti tireoperossidasi. 
I nostri esperimenti hanno poi dimostrato che la TPO, sia come mRNA che come proteina, è 
espressa non solo ed esclusivamente nel tessuto tiroideo (TT), ma anche in tessuti neoplastici come 
il carcinoma della mammella (CM), il carcinoma pancreatico (P) e renale (KC), ed in tessuti non 
neoplastici come il tessuto mammario peritumorale (PT) ed il tessuto adiposo (AD). I livelli di 
espressione, al di fuori del distretto tiroideo, erano comunque significativamente minori. La 
presenza di TPO (mRNA e proteina) nel tessuto dell’orbita è stato precedentemente dimostrato da  
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Lai et al
86
. La TPO, quindi, non sembra più essere una proteina specifica dei tessuti tiroidei ed è 
necessario condurre ulteriori studi al fine di indagarne l’effettivo ruolo. 
L’espressione della TPO nel CM è importante sia per poter spiegare l’associazione tra il CM e le 
patologie tiroidee autoimmuni, sia per comprendere il ruolo protettivo che gli anticorpi anti TPO 
esercitano nelle pazienti con carcinoma della mammella. Possiamo quindi ipotizzare che la TPO 
rappresenti un antigene “comune”,  capace di stimolare l’attivazione dei linfociti T nei confronti dei 
tessuti mammario e tiroideo. La presenza, poi, nelle pazienti affette sia da carcinoma della 
mammella che da patologia tiroidea autoimmune, di una immuno-reattività dei linfociti T nei 
confronti della TPO espressa dal tessuto tiroideo e dal tessuto mammario neoplastico, può 
determinare una maggiore risposta autoimmune contro il tessuto tumorale, spiegando in queste 
pazienti il ruolo predittivo positivo dei TPOAb; sebbene la TPO nei tessuti extratiroidei sia espressa 
in quantità inferiori, potrebbe comunque essere sufficiente a stimolare l’attivazione dei linfociti T. 
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Sono comunque necessari ulteriori e più approfonditi studi al fine di validare questa ipotesi ed 
indagare la risposta immune nelle pazienti con carcinoma della mammella e tireopatia autoimmune.  
Il riscontro della presenza di TPO anche nel tessuto peritumorale suggerisce che questa possa essere 
presente anche nel tessuto mammario normale; dobbiamo tenere comunque in conto che il tessuto 
peritumorale, proprio perché prossimo al tessuto mammario carcinomatoso, potrebbe essere 
differente dal resto del parenchima ghiandolare sano, nascondendo in sé potenzialità neoplastiche. 
Al fine di chiarire le eventuali differenze tra tessuto mammario normale, peritumorale e neoplastico, 
sono necessari ulteriori studi.  
Dobbiamo considerare, inoltre, che la TPO è espressa anche nel tessuto adiposo senza differenze 
significative e questo potrebbe in parte spiegare la positività della TPO nel tessuto mammario, 
notoriamente ricco di adipociti, specialmente tenendo presenti i risultati della QPCR in cui il 
contenuto di trascritti della TPO era maggiore nel tessuto adiposo rispetto a quello mammario. I 
nostri dati preliminari di immunoistochimica (IHC) mostrano come il segnale della TPO nel tessuto 
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carcinomatoso mammario sia collocato nelle cellule carcinomatose: sono necessari ulteriori 
esperimenti di IHC per analizzare un numero più cospicuo di carcinomi mammari ed altri tipi di 
tessuti, incluso il tessuto adiposo. Il ruolo potenziale del tessuto adiposo come fonte di espressione 
della TPO nel carcinoma della mammella può essere estremamente importante dal momento che 
una recente analisi ha dimostrato che gli adipociti nel tessuto carcinomatoso mammario sono cellule 
dinamiche in grado di contribuire attivamente alla progressione del processo neoplastico
87
.        
Analizzando la letteratura riguardante l’espressione della TPO in altre tipologie di tumori abbiamo 
riscontrato un’aumentata prevalenza nel siero sia degli anticorpi anti TPO, che anti tireoglobulina 
(TgAb), in pazienti affette da carcinoma renale; in tali pazienti la presenza degli anticorpi riveste un 
ruolo predittivo positivo. Al fine di fornire una spiegazione gli autori hanno ipotizzato la presenza 
di un antigene comune tra il tessuto tiroideo ed il carcinoma renale
88
. Fyssas et al hanno riscontrato 
un aumentata prevalenza degli anticorpi anti-tiroide (sia contro la TPO che contro la Tg) in pazienti 
affetti da carcinoma pancreatico ed hanno trovato una correlazione negativa tra la presenza di quel 
 84 
 
tipo di autoimmunità e la prognosi dei pazienti
89
. Un aumentato livello di anticorpi anti tiroide è 
stato riscontrato anche in altri tipi di tumori: carcinoma polmonare
90
, carcinoma gastrico
91
 ed 
adenocarcinoma del colon (35). Questi dati suggeriscono, quindi, in modo chiaro una relazione tra 
la patologia tiroidea autoimmune ed il processo neoplastico e suggeriscono che l’ipotesi del 
coinvolgimento dei linfociti T, postulata per il carcinoma della mammella, possa probabilmente 
essere estesa a tutti i tipi di neoplasia.  
Studiando l’espressione del TPO mRNA attraverso la RT-PCR, utilizzando i primer F13/R17, 
abbiamo trovato una nuova variante di TPO mRNA priva degli esoni 14 e 16, che risulta 
principalmente espressa nelle cellule di tessuto carcinomatoso mammario, nelle cellule peritumorali 
e nel tessuto adiposo, meno nel tessuto tiroideo e completamente assente nei tessuti di carcinoma 
pancreatico e renale. 
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7. CONCLUSIONI 
I nostri dati ci portano a concludere che la correlazione tra il carcinoma della mammella e la 
patologia tiroidea, specialmente la patologia tiroidea autoimmune,  sia presente e sia altamente 
significativa, che abbia una particolare evidenza nelle fasce più giovani di età (<45 anni) e, che sia 
prevalente per gli anticorpi anti tireoperossidasi e che sia indipendente da fattori esterni. 
In conclusione quindi possiamo affermare che l’autoimmunità tiroidea, probabilmente per lo 
stimolo esercitato sul sistema immunitario cellulo-mediato dall’esposizione da parte della cellula 
mammaria di antigeni simili a quelli tiroidei, costituisce un fattore predittivo positivo indipendente 
nella prognosi del  carcinoma mammario ad alto grado di malignità. 
Possiamo inoltre concludere che la TPO non sembra essere più specifica del tessuto tiroideo: sia 
l’mRNA che le proteine delle isoforme note di TPO sono debolmente, ma chiaramente, espresse nel 
tessuto neoplastico della mammella ed in altri tessuti. L’espressione della TPO nel tessuto 
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carcinomatoso mammario può spiegare, almeno in parte, il ruolo protettivo degli TPOAb nel siero 
delle pazienti con CM, permettendo di ipotizzare un aumento della reattività immunitaria linfocita T 
specifica. Abbiamo inoltre ritrovato numerose nuove varianti di TPO mRNA mancanti di alcuni 
esoni, sia nel tessuto tiroideo, che in altri tessuti esaminati, tumorali e non. Abbiamo poi dimostrato 
che alcune di queste varianti possono essere tradotte nelle corrispondenti proteine a ridotto peso 
molecolare, ma ulteriori studi sono comunque necessari per poterne valutare la funzione, la loro 
immunogenicità e la loro eventuale specificità tissutale.   
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9. FIGURE E LEGENDE 
 
 
 
 
Fig. 1 
NIS (Natrum Iodide Symporter): una glicoproteina localizzata nella membrana baso-laterale 
plasmatica delle cellule follicolari della tiroide, costituita da 13 segmenti transmembranari con un 
dominio N-terminale extracellulare ed un dominio C-terminale intracellulare; tale glicoproteina è 
costitutivamente espressa dalle cellule tiroidee in cui è deputata al trasporto, a scambio ionico 
(sodio/iodio = 2/1), intracellulare dello iodio. 
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Fig. 2 
Infiltrazione linfocitaria ES (estremamente scarsa/scarsa) in tessuti carcinomatosi mammari di 
pazienti affetti da tireopatia autoimmune. I linfociti isolati nello stroma sono stati indicati con la 
freccia rossa. 
 
 
                                          
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 
Infiltrazione linfocitaria MM (moderata + marcata) in tessuti carcinomatosi mammari di pazienti 
privi di anticorpi anti tireoperossidasi (TPOAb). La freccia rossa indica i gruppi di linfociti maturi 
nello stroma all’interno e circostante il tessuto neoplastico. 
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Fig. 4 
Prevalenza della patologia tiroidea (TD) nei pazienti con carcinoma mammario (BC: colonne 
arancioni) e nei controlli (C: colonne gialle). Una maggior prevalenza (statisticamente significativa) 
di GN e TA era riscontrata nei CM rispetto ai C (p=0.003 e p<0.005, rispettivamente). 
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GN: gozzo nodulare; TA: tiroidite autoimmune; GD: Morbo di Basedow; TS: tiroidite subacuta; 
TC: carcinoma tiroideo.  
 
 
 
Fig. 5 
Frequenza della patologia tiroidea (T+: presenza di tireopatia, colonne azzurre; T-: assenza di 
tireopatia, colonne arancioni) in pazienti con carcinoma mammario (BC) e nei controlli (C). 
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Fig. 6 
Positività degli anticorpi anti tireoperossidasi (TPOAb) e anti tireoglobulina (TgAb) nelle pazienti 
con carcinoma della mammella (BC: colonne arancioni) e nei controlli (C: colonne azzurre). La 
differenza di positività degli TPOAb nei due gruppi era statisticamente significativa (p<0.002). 
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Fig. 7 
Distribuzione percentuale degli anticorpi anti-tiroide (TAb) in relazione alla presenza o meno di una 
patologia autoimmune tiroidea clinicamente rilevabile nelle pazienti con carcinoma della mammella 
(BC: colonne gialle) e nei controlli (C: colonne azzurre). Una elevata positività dei TAb era 
riscontrata nei BC con tiroidite autoimmune (p=0.03), mentre nei C prevaleva il riscontro isolato 
dei TAb.  
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HT: tiroidite autoimmune; GD: Morbo di Basedow; FT: tiroidite focale; iTAb: assenza di patologia 
tiroidea.  
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Fig. 8 
Distribuzione degli anticorpi anti tiroide (TAb) in relazione all’età nelle pazienti con carcinoma 
della mammella (BC: colonne arancioni) e nei controlli (C: colonne azzurre). Nei soggetti di età 
inferiore ai 60 anni la frequenza dei TAb era significativamente maggiore nei BC rispetto ai C. 
(p=0.05 e p<0.02, rispettivamente). 
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Figura 9 
Distribuzione degli anticorpi anti tireoperossidasi (TPOAb) e anti tireoglobulina nelle pazienti 
affette da carcinoma della mammella prima dell’intervento(BC: colonne verdi), nelle pazienti con 
patologia mammaria benigna (BBD: colonne blu). I risultati erano confrontati con il gruppo di 
controllo (C: colonne lilla). Nei BC la distribuzione percentuale di TPOAb e TgAb era 
significativamente maggiore rispetto ai C ed ai BBD. 
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Fig. 10 
Frequenza di aspetto ipoecogeno della ghiandola tiroidea all’esame ultrasonografico nelle pazienti 
affette da carcinoma della mammella (BC: colonna verde) e da patologia mammaria benigna (BBD: 
colonna blu). Nei BC era più frequente l’aspetto ipoecogeno della ghiandola tiroidea, rispetto ai 
BBD. 
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Fig. 11 
Frequenza dell’ipoecogenicità della ghiandola tiroidea in relazione alla presenza di anticorpi anti-
tiroide (TAb) nelle pazienti con carcinoma mammario (BC: colonna verde) e con patologia 
mammaria benigna (BBD: colonna blu). Nei BC l’ipoecogenicità tiroidea era più frequentemente 
associata ai TAb, rispetto ai BBD. 
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Fig. 12  
Curve di sopravvivenza delle pazienti con carcinoma della mammella  in relazione alle dimensioni 
del tumore (A) ed al numero delle metastasi linfonodali ascellari (B). La dimensione del tumore 
(cerchietti neri: dimensioni tra 2 e 5 cm, quadratini neri: dimensioni superiori a 5 cm) non erano 
correlate con la prognosi, mentre le pazienti con meno di tre linfonodi ascellari metastatici 
(cerchietti bianchi) presentavano una miglio sopravvivenza rispetto a quelle con più di 3 linfonodi 
interessati (quadratini bianchi). 
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Fig. 13 
Curve di sopravvivenza delle pazienti con carcinoma della mammella  in relazione alla positività 
del recettore estrogenico(ER). (ER positivo: ER+, quadratini bianchi; ER negativo: ER-, cerchietti 
bianchi) 
ER+ era correlato ad una miglio prognosi. 
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Fig. 14 
Sopravvivenza delle pazienti con carcinoma della mammella  in relazione alla positività degli 
anticorpi anti tiroide (TAb). SG: pazienti vivi a 5 anni di follow up. DG: pazienti decedute durante 
il follow up. 
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Fig. 15 
Sopravvivenza delle pazienti con carcinoma della mammella  in relazione alla positività sia del 
recettore estrogenico (ER) sia degli anticorpi anti tiroide (TAb). La prognosi peggiore era 
osservabile nelle pazienti ER-TAb- (cerchietti bianchi). La presenza di ER o TAb migliorava 
significativamente la prognosi (ER+TAb-: triangolini neri; ER-TAb+ quadratini bianchi; ER+TAb+ 
linea tratteggiata). Tutti i pazienti ER+TAb+ erano vivi a 5 anni dalla diagnosi. 
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Fig. 16 
Percentuale di inibizione della captazione dello iodio nelle cellule CHO transfettate con NIS, 
incubate con IgG provenienti da pazienti con carcinoma della mammella e tireopatia autoimmune 
(TA + BC), tiroidite di Hashimoto (TA) e dai controlli. L’inibizione della captazione dello iodio nel 
gruppo TA + BC era non superiore al 5%, simile a quella ottenuta nei controlli e nel gruppo TA. 
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Fig. 17  
Il cDNA era ottenuto da tessuto mammario congelato a fresco, veniva successivamente amplificato 
tramite PCR per il gene TPO ed evidenziato tramite scorrimento su gel di agarosio ed etidio 
bromuro. Il gel veniva quindi analizzato al transilluminatore. La banda identificabile in 
corrispondenza dell’amplificato ottenuto dal tessuto carcinomatoso mammario (BC), era 
corrispondente a quella ottenuta dal tessuto tiroideo sano (T). Nessuna banda era visualizzata nei 
prodotti di PCR provenienti da tessuto mammario displastico (D) né da quelli provenienti dal 
tessuto sano peritumorale (PT).   
 
                     
BC   PT    BC   BC BC D    T
 
 
 
 
 
Fig. 18  
La correttezza della procedura della PCR eseguita per il gene della tireoperossidasi era dimostrata 
dalla presenza di bande in corrispondenza di tutti i tessuti esaminati per l’amplificazione del gene 
ubiquitario TBP. 
BC: carcinoma mammario; D: tessuto mammario displastico; PT: tessuto mammario “sano” 
peritumorale; T: tessuto tiroideo sano. 
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Fig. 19  
Valutazione al microscopio a immunofluorescenza dell’espressione della tireoperossidasi (proteina) 
incubando sezioni di tessuto tiroideo con un pool di sieri ricco in anticorpi anti tireoperossidasi 
(AbTPO) (controllo positivo). Marcata visualizzazione delle cellule follicolari tiroidee. 
 
                                     
 
 
 
 
Fig. 20 
Valutazione al microscopio a immunofluorescenza dell’espressione della tireoperossidasi incubando 
sezioni di carcinoma mammario con un pool di sieri ricco in anticorpi anti tireoperossidasi 
(TPOAb). Marcata visualizzazione delle cellule carcinomatose simile per intensità e localizzazione 
alla fluorescenza generata nel controllo positivo (tessuto tiroideo). 
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Fig. 21 
Valutazione al microscopio a immunofluorescenza dell’espressione della tireoperossidasi incubando 
sezioni di tessuto mammario displastico e “sano” peritumorale con un pool di sieri ricco in anticorpi 
anti tireoperossidasi (TPOAb). Assenza di segnale di fluorescenza. 
 
 
                                         
 
 
 
 
Fig.22 
Valutazione della specificità del segnale di fluorescenza per la determinazione dell’espressione 
della tireoperossidasi 
Sezioni di tessuto tiroideo normale erano incubate con un pool di sieri privo in anticorpi anti 
tireoperossidasi (TPOAb). Non era visualizzabile alcun segnale.  
Risultati simili erano ottenuti utilizzando sezioni di carcinoma mammario, tessuto mammario 
displastico e “sano” peritumorale.  
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Fig. 23 A 
I prodotti della PCR ottenuti utilizzando le coppie di primer F13R17 dopo 50 cicli di PCR; 
mostriamo i risultati ottenuti in un ridotto numero di campioni (la descrizione completa è presente 
nel testo). L 100 bp = scala 100 paia di basi. Neg= controllo negativo con acqua pura. Pannello A: 
Risultati in alcuni tessuti di carcinoma della mammella (CM), tessuto peritumorale mammario (PT), 
carcinoma renale primitivo (PKC), metastasi epatiche di carcinoma renale (MKC) ed 
adenocarcinoma pancreatico(P); il tessuto tiroideo (TT) costituisce il controllo positivo. Ogni 
tessuto tumorale, eccetto PKC ed MKC, ha un numero di riconoscimento. Si vede come le bande 
attese a 485 e 355 bp ed altre bande intermedie che rappresentano i prodotti di taglio delle bande a 
485 e 355 bp. In corrispondenza della 220 bp notiamo una banda inattesa chiaramente espressa nel 
CM15, CM17, PT18, PT19 e CM20, più debolmente nel TT ed assente nei restanti campioni 
PT/CM, PKC, MKC ed in tutti i P. In corrispondenza delle 130 bp è presente una aggiuntiva banda 
non attesa espressa esclusivamente dal PT19.  
 
 
 
 
Fig. 23 B 
 
I risultati in alcuni campioni di tessuto adiposo: addominale (A), sottocutaneo (SC), genicolare (K) 
ed orbitale (O); il tessuto tiroideo (TT) costituisce il controllo positivo. Le bande attese a 485 e 355 
bp ed una ulteriore banda intermedia che rappresenta i prodotti derivati dalle bande a 485 e 355 bp. 
A livello delle 220 bp vediamo una banda inattesa chiaramente espressa in A, SC ed O e che risulta 
poco espressa a livello di K e TT.  
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Fig. 23C 
Risultati nelle cellule MCF-7 coltivate in un mezzo normale (N), esposte al β-estradiolo (E), IGF-II 
(I) o ad entrambi (EI) e raccolte 6 ore (6), 24 ore (24), 72 ore (72) o 8 giorni (8) dopo l’inizio del 
trattamento. Il tessuto tiroideo (TT) rappresenta il controllo positivo. Solo poche cellule esprimono 
la banda a 485 bp (MCF-7 6EI: molto poco) e la banda a  355 bp (MCF-7 6I, MCF-7 8EI e MCF-7 
6EI: molto poco). La maggior parte delle cellule esprimono due bande inattese a 220 bp e 130 bp.   
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Fig. 24 A-B-C  
 
Rappresentazione schematica delle nuove isoforme di TPO mRNA trovate grazie alla RT-PCR 
utilizzando differenti paia di primer e successivo sequenziamento dei prodotti con PCR. I box 
numerati da 7 a 17 rappresentano gli esoni del gene TPO. I bo bianchi e grigi rappresentano 
rispettivamente gli esoni espressi e mancanti. Pannello A: nuove isoforme di TPO mRNA (“TPO 
breast”) corrispondenti alla banda a 220 bp (esoni mancanti 14-16) ottenuti con RT-PCR con paia di 
primer F13/R17. Pannello B: RT-PCR con coppie di primer F9/R17 eseguita solo nel tessuto 
tiroideo (TT); oltre alle isoforme note di TPO mRNA abbiamo riscontrato altre 3 varianti di 900 bp, 
450 bp e 300 bp, rispettivamente mancanti degli esoni 10-14-16 (probabilmente si tratta della TPO 
breast), esoni 10-11-12-13-14 (TPO A) ed esoni 10-11-12-13-14-16 (TPO B). Pannello C: RT-PCR 
con le coppie di primer F7/R11 eseguita solo nel TT; oltre alle isoforme note di TPO mRNA, 
abbiamo trovato altre 2 varianti di 350 bp e 78 bp, mancanti rispettivamente degli esoni 8-10 (TPO 
C) e degli esoni 8-9-10 (TPO D).  
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Fig. 25.  
 
Analisi WB dell’espressione della proteina TPO a 105-110 kDa: abbiamo riportato solo I risultati di 
alcuni campioni. T= tessuto tiroideo (controllo positivo). Exp= tempo di esposizione. A: 
espressione della proteina TPO in alcuni tessuti. CM= carcinoma della mammella; PT= tessuto 
peritumorale di CM; KC= carcinoma renale; P= adenocarcinoma pancreatico. Il contenuto proteico 
nei CM, PT, KC e P era di  50 μg; nel tessuto T era 5 μg.  B: espressione della proteina TPO in 
alcuni tessuti adiposi (Fat). A= Addominale; SC= Sottocutaneo; K= ginocchio; O= orbitale. Il 
contenuto proteico in A, SC, K ed O era 50 μg; nel tessuto T era 5 μg. C: L’espressione della 
proteina TPO in alcune cellule MCF-7 dopo 20 minuti di esposizione. 6= raccolta a 6 ore dal 
trattamento; 24 = raccolta a 24 ore dal trattamento; N= mezzo di coltura normale; E= mezzo di 
coltura addizionato con β-estradiolo; I= mezzo di coltura addizionato con IGF-II; EI= mezzo di 
coltura addizionato sia con β-estradiolo che IGF-II. Il contenuto proteico nelle cellule MCF-7 era 50 
μg; nel tessuto T era 15 μg. 
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Fig. 26 
 
 
Pannello A = espressione della banda 105-110 kDa in due tessuti peritumorali della mammella 
(PT), una metastasi di carcinoma renale (MC) , 3 carcinomi della mammella (CM) e tessuto tiroideo 
(T), ottenuta utilizzando il normale ab76935.  Pannello B = espressione della banda 105-110 kDa 
negli stessi campioni del pannello A ottenuta utilizzando il TPO “absorbed” ab76935: il segnale era 
fortemente ridotto o assente. Pannello C = risultati completi del WB nel tessuto tiroideo utilizzando 
il normale ab76935. E’ evidente che il doppio prodotto a 105-110 kDa e le 3 bande addizionali a 70, 
60 e 30-35 kDa.  Pannello D = risultati completi di WB nello stesso tessuto tiroideo utizzando il 
TPO “absorbed” ab76935: le bande a 105-110 kDa, 70 kDa e 60 kDa erano fortemente ridotte di 
intensità, mentre la banda a 30-35 kDa non aveva subito evidenti modificazioni. 
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10. TABELLE 
 
Tabella 1 
Risultati della PCR quantitativa (QPCR) utilizzando le coppie di primer F2/R3-4, riferiti a 50 ng di 
cDNA. CM= carcinoma mammario. PT= tessuto peritumorale di CM. PKC= carcinoma renale 
primitivo. MKC= metastasi epatica di carcinoma renale. P= adenocarcinoma pancreatico. A= tessuto 
adipose addominale. SC= tessuto adiposo sottocutaneo K= tessuto adiposo genicolare. O= tessuto 
adiposo orbitale.  
 
CM* Ct N° copie  PT* Ct N° copie  Altri 
tumori* 
Ct N° copie 
9 CM  31,74  4,43E+02  10 PT  32,01  3,71E+02  PKC  Limite di 
risoluzione 
Limiti di 
risoluzione 
11 CM  30,59  9,58E+02  12 PT  29,19  2,43E+03  MKC Limite di 
risoluzione 
Limite di 
risoluzione 
13 CM  32,56  2,57E+02  14 PT  28,97  2,82E+03     
15 CM  29,33  2,21E+03  16 PT  35,55  3,50E+01  P1  35 5,02E+01 
17 CM  31,72  4,50E+02  18 PT  31,23  6,25E+02  P2  36,94 1,38E+01 
20 CM  31,82  1,50E+03  19 PT  29,91  4,20E+02  P3  33,12 1,77E+02 
21 CM  31,7  4,56E+02  22 PT  32,53  2,62E+02  Mean (P)  8,02E+01 
23 CM  30,75  8,58E+02  24 PT  36,13  2,36E+01  Risp. Alla 
tiroide * 
 2,66E-05 
Media (CM)  8,92E+02  Media (PT)  8,73E+02     
Risp alla 
tiroide* 
 2,96E-04  Risp. Alla 
tiroide* 
 2,90E-04  Tiroide* 18,53 3,01E+06 
           
T. adiposo 
addominale 
(TA)** 
Ct N° copie  T. adiposo 
sottocutaneo 
(TS)* 
Ct N° copie  Altro T. 
adiposo** 
Ct N° copie 
A1 31,65 1,04E+04  SC1 29,28 4,72E+04  K 28,33 8,64E+04 
A2 29,79 3,40E+04  SC2 29,64 3,74E+04     
A3 28,72 6,73E+04  SC3 28,45 8,03E+04  O1 33,72 2,77E+03 
A4 30,48 2,19E+04  SC4 30,64 1,98E+04  O2 28,82 6,32E+04 
TA Medio  3,34E+04   SC5 31,42 1,21E+04  O3 28,99 5,68E+04 
    SC6 30,71 1,89E+04  O4 30,04 2,89E+04 
   
 
SC7 32,49 6,07E+03 
 T.Orbitale 
adiposo 
medio 
 3,79E+04 
    SC8 37,76 2,10E+02     
    SC Medio  2,77E+04  Tiroide ** 17,1 1,31E+07 
   
 
   
 Media t. 
adiposi  2,98E+04 
   
 
   
 Risp. Alla 
tiroide**  2,28E-03 
 
 Carcinoma della mammella (CM) e tessuto peritumorale di CM (PT)nella stessa riga appartengono 
allo stesso paziente 
CM, PT ed altri tumori in confronto alla tiroide * 
Valori medi di tutti i tessuti adiposi (AD) inclusi A, SC, K ed O, rispetto alla tiroide ** 
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Tabella 2 
Lista dei prodotti di PCR attesi secondo le diverse combinazioni di coppie di primer e le diverse 
isoforme note di TPO 
 
 F9 + R11 
(bp) 
F13 + R17  
(bp) 
F7 + R9  
(bp) 
F9 + R17  
(bp) 
F7 + R11  
(bp) 
F2 + R17 
(bp) 
TPO1 359 485 688 1357 1027 2776 
TPO2 
No esone 10 (171bp) 
188 485 688 1186 856 2605 
TPO 3 
No esone 16 (130 bp) 
359 355 688 1227 1027 2646 
TPO 4 
No esone 14 (132 bp) 
359 353 688 1225 1027 2644 
TPO 5 
No esone 8 (519 bp) 
359 485 169 1357 508 2257 
TPO 2/3 
No esone 10 (171bp) 
No esone 16 (130 bp) 
188 355 688 1056 856 2475 
TPO 2/4 
No esone 10 (171bp) 
No esone 14 (132 bp) 
188 353 688 1054 856 2473 
TPO 6 
No esoni 10 (171 bp), 
12 (209 bp), 13 (171 bp), 
14 (132 bp), 16 (130 bp). 
188 Nessun 
prodotto 
688 544 856 1963 
 
 
 
 
 
